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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Transforming-Growth-Factor (TGF)-p1

TGF$1 ist ein multifunktionelles Zytokin, welches dieelproliferation, die
Differenzierung, die Angiogenese, die Apoptose, Breduktion der extrazellularen
Matrix und die Zellmotilitat reguliert. Aul3erdemislh TGFf eine wichtige Rolle bei
der Modulation des Immunsystems (Massagué, 1998).siBd funf verschiedene
Isoformen von TGH (TGF{$1-5) bekannt. Nur die Isoformen 1-3 kommen in
Saugetieren vor, wobei es sich bei T@Fum die am haufigsten exprimierte Isoform
handelt. TGH31 gilt als Prototyp der TGB-Superfamilie, zu der unter anderem auch
die Activine, Inhibine und die BMPs (gime_norphogenetic pteins”) gehdren. TGB1
wird von den meisten Geweben/Zellen synthetisied als biologisch inaktive Proform
sezerniert. Die Freisetzung des homodimeren aktiv&kf1-Proteins aus diesem
Proteinkomplex mit dem LAP (gtency-asociated_geptide”) erfolgt durch eine
proteolytische Spaltung (Bonewaledt al, 1991; Gleizeset al, 1997). In
mesenchymalen Zellen wirkt TG im Allgemeinen wachstumsstimulierend,
wahrend epitheliale Zellen in ihrer Proliferatioehgmmt werden (Gleizes al, 1997,
Massagué, 1998).

1.2 Rezeptoren der TGHB-Superfamilie und Signaltransduktion

Die TGF$-Isoformen und auch die anderen Mitglieder der TBaSuperfamilie binden
an drei verschiedenen TGFRezeptoren (TGB-Typ |- bis Typ IlI-Rezeptoren). Bei
den Rezeptoren handelt es sich um eine FamilieTvansmembran-Rezeptoren, von
denen Typ I- und Typ lI-Rezeptoren Serin/Threonindseaktivitat besitzen. Als Typ
llI-Rezeptoren werden Betaglykan und Endoglin befzeet, deren Aufgabe darin
besteht, TGH zu binden und es den beiden anderen Rezeptorepréaentieren
(Krishnaveni und Eickelberg, 2006). Sie selber tzesi keine Enzymaktivitat und sind
daher nicht direkt an der intrazellularen Signatereitung beteiligt.

Bis jetzt wurden im Menschen zwei Typ |I-RezeptofénTGF{ identifiziert: TGF§-
RII (TBRI) und TBRII-B (Massagué, 1998; Hirai und Fijita, 1996). (Begensatz dazu
wurden drei TGH Typ I-Rezeptoren (ARI) identifiziert, die als ,Activin receptor-like
kinases (ALKs)" bezeichnet werden (ten Dijlet al, 1993). Zu ihnen zahlen




Einleitung 2

ALK1/TSR-1 (ten Dijkeet al, 1993), ALK2/Tsk7L (Ebneet al, 1993) und TGH
Typ-I-Rezeptor/ALK5 (Franzéret al 1993). Eine wichtige Region innerhalb der
Kinase-Doméane der Typ |-Rezeptoren ist die L45-&&hl Durch diese Region ist die
Spezifitat des Rezeptors fir sein jeweiliges Salrstolekll festgelegt (Feng und
Derynck, 1997). TGH- bindet zunachst an dergRll, welcher seinerseits die Bildung
eines heterotetrameren Rezeptorkomplexes aus zwgp T- und zwel
Typ I-Serin/Threonin-Kinasen induziert (Wraed al, 1994). Nach Komplexbildung
kommt es zu einer Phosphorylierung von Serin- umdednin-Resten in der GS-
Doméne des fARI, wodurch dieser aktiviert wird. Bei der GS-Doredmandelt es sich
um eine stark konservierte glycin-/serinreiche Saguelie aus 30 AS besteht. Nach
seiner Aktivierung ist der BRI in der Lage, seine Effektorproteine, die Smaxis,

phosphorylieren und somit zu aktivieren.

1.3 Smad-Proteine

Die Weiterleitung des TGB-Signals erfolgt Gber zytoplasmatische Proteine, as
Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression eikenir den sog. Smads. Der Name
SMAD leitet sich von den zuerst identifizierten haogen Genen MAD, einem
Drosophila-Protein (,mothers against decapentaplegund von SMA (,smaller
worms*), einem Gen au€. elegansab (Sekelskyet al, 1995; Savaget al, 1996;
Riggins et al, 1996, Nakacet al, 1997). Smads werden nach ihren funktionellen
Eigenschaften in drei Gruppen unterteilt: die Rézepegulierten Smads (R-Smads:
Smadl, Smad2, Smad3, Smad5, Smad8), die ,commoratm€dSmads (Co-Smads:
Smad4) und die inhibitorischen Smads (I-Smads: Simanid7) (de Caestecketral.,
2000; siehe Tab.2). Charakteristisch fur die Smadelihe ist das Vorhandensein von
zwei homologen Doménen, jeweils am Amino- und Caybende, welche als MH1
bzw. MH2 (,mad homology domains”) bezeichnet werdklassaguét al, 2000) und
fur verschiedene Smad-Funktionen wichtig sind.

Tabelle 1: Smads werden in drei Gruppen
eingeteilt.

R-Smads| Co-Smad| |I-Smads

Smadl Smad4 Smad6
Smad?2 Smad7
Smad3
Smad5
Smad8
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Die R-Smads Smad2 und Smad3 werden direkt von Aakitviert, wahrend Smadl,
Smad5 und Smad8 von ALK1/2 phosphoryliert werdeaZ®&tbourget al, 2005).

Im Fall der TGFB-Signaltransduktion werden wahlweise Smad2 oderdSndarrch die
aktivierte ALK5/TBRI-Kinase mittels carboxy-terminaler Phosphoryligyuaktiviert.
Dadurch wird eine Konformationsdnderung in den Si#aateinen ausgelost, so dass
sie vom Rezeptor abdissoziieren und anschlieRehdem Co-Smad4 (DPC4) (Halken

al., 1996) einen oligomeren Proteinkomplex bildenrigm

> ) Wachstumsfaktor (TGF-B)

R-Smad: Rezeptor-reguliertes Smad
/ Co-Smad: Common-Smad
D D < Typl-Rezeptor: ALK5 (activin receptor-like
kinase 5)
D

/ﬁ \ / —® R-Smad \\
Kinase- > : Co-Smad
domane
Typ-I- ‘
Rezeptor Cj@ I:]
Typ-II- @

Rezeptor Coaktivator oder

-repressor
DNA-bindendes h
Protein

Zellkern E%
\ Plasmamembran J

Abb. 1: Schematische Darstellung der TGH-Signaltransduktion in der Zelle (hach Lodishet al,
2001). TGF{$ bindet an die transmembranen Typ-ll- und Typ-l-&#aren, wodurch es zur Bildung
heteromerer Serin/Threonin-Kinase-Komplexe kommirdb den Rezeptorkomplex erfolgt eine spezifische
Phosphorylierung der Rezeptor-regulierten SmadSrads). Anschlielend kommt es zur Dimerisierung
von R-Smad- und Co-Smad-Molekilen. Dieser Kompléxdwn den Nukleus transloziert, wo der Smad-
Komplex zusammen mit spezifischen Transkriptiontfedn die Expression von TG¥FZielgenen reguliert.

Dieser Komplex wird in den Nukleus transloziert ueduliert dort die Aktivitat von
TGF{-responsiven Genen Uber verschiedene Mechanismen Interaktionen mit
Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren wie CBPREB-binding protein), p300
(Derynck und Zhang, 2003) oder Corepressoren. Snkaai® direkt an die DNA
binden, wahrend Smad2 aufgrund einer Insertion daight in der Lage ist. Eine
wichtige Rolle bei der Regulation des T@Fignalweges spielen die I-Smads (z.B.
Smad7), welche die Phosphorylierung der R-Smads samdit die Bindung an den
Rezeptorkomplex dadurch verhindern, dass sie seldsiteraktion mit dem Rezeptor
treten und dadurch Smad2/3 verdréangen (de Caestetka, 2000; Hayashet al,
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1997). Die Expression der I-Smads ist streng reguldurch extrazellulare Faktoren
beeinflussbar und kann auch durch T@F-selbst induziert werden, wodurch ein
autoinhibitorischer Ruckkopplungsmechanismus adgsgelvird (Massaguéet al,
2000).

1.4 Weitere Signalwege, die durch TGHB-L aktiviert werden

Neben den Smads kénnen auch andere Signalwege digrchLK5-Kinase aktiviert
werden (Derynck und Zhang, 2003), wie z.B. die pBSPK-(,mitogen-ativated
protein kinase”) Signalwege (Yuet al, 2002; Takekawaet al, 2002), ERK
(,extracellular-signal egulated_kase”) und JNK (,c-dn-N-terminal knase“) sowie
die Rho-GTPasen RhoA, Rac und Cdc42. Die Aktivigrdireser Signalwege erfolgt
sowohl Smad-abhéangig als auch Smad-unabhangig. kéfhgekann die Aktivierung
der Smads durch TGFL in normalen Zellen und in Krebszellen durch MAPKs
moduliert werden (Derynck und Zhang, 2003; Javelamad Mauviel, 2005).

1.5 Fehlregulation des  TGHB-Systems und assoziierte
Pathophysiologie

Eine Fehlregulation von TG ist mit einer Reihe haufiger Erkrankungen verkhupf
ua. mit Organfiborosen, @ Wundheilungsstérungen  sowidumor-  und
Autoimmunerkrankungen (Massagwd al, 2000). Die Erkrankungen kénnen z.B.
durch genetische Modifikationen oder epigenetisceranderungen einzelner
Komponenten der TGB- Signalweiterleitung oder durch die Uberexpressies

Liganden selbst hervorgerufen werden.

1.5.1 TGF$ und Krebs

TGF{1 ubt auf die meisten Epithelzellen einen antifedditiven Effekt aus (Massagué
et al, 2000; Deryncket al, 2001). Aus diesem Grund wird TGHE- zu Beginn der
Tumorprogression eine tumorsupprimierende Wirkwngezschrieben, die durch weitere
Mutationen im TGH-Signalweg wahrend der Tumorentwicklung in eine
tumorférdernde Wirkung tbergehen kann (siehe un{@achman und Park, 2005;
Muraoka-Cooket al, 2005). Es wird angenommen, dass es in naheen Biinkreas-

und Kolonkarzinomen zu inaktivierenden Mutationemiindestens einer Komponente
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des TGFB-Signalweges kommt (Massage$ al, 2000). Einige dieser Mutationen
treten in den TGPB-Rezeptoren, Smad4 oder Smad2 auf.

Inaktivierende Mutationen impRII treten z.B. in humanen kolorektalen Karzinomen,
Magenkarzinomen und hereditaren kolorektalen Karnen ohne Polyposis auf
(Massaguéet al., 2000; Buck und Ellenrieder, 2006). Weniger hauannten auch
inaktivierende Mutationen im PRI in Ovarialkarzinomen, metastasierendem
Brustkrebs, Pankreaskarzinomen (Goggis al, 1998) und T-Zell-Lymphomen
beobachtet werden (Derynei al, 2001). Weiterhin kdnnen in einer grol3en Zahl von
Pankreaskarzinomen (50%) und kolorektalen Karzimon{80%) chromosomale
Deletionen und Mutationen von Smad4 (DPC4) (Hahral, 1996), einem zentralen
Mediator der TGH-Wirkung beobachtet werden. Das Tumorsuppressoffyaad4
spielt eine wichtige Rolle bei der Vermittlung défachstumsinhibition, worauf im
Wesentlichen seine Tumorsuppressor-Wirkung berhsatzlich kommt es bei 50%
der Pankreaskarzinome zu einer Uberexpressionndhdsitorischen Smad7 (Kleetft

al, 1999), was zu einer Unterbrechung des PaFignalweges und dadurch zu duktalen

Lasionen im Pankreas fuhrt (Kuaagal., 2006).

1.5.2 Duktales Pankreaskarzinom

Das duktale Pankreaskarzinom macht mit seinen ~ama Gber 90% aller
Pankreastumore aus (Zuidema und Yeo, 2002). Hs stélseiner extrem schlechten
Prognose, einer 5-Jahres-Uberlebensrate von weritger3%, die funfthaufigste
krebsbedingte Todesursache in Deutschland dar {orgset al., 2003).
Pankreaskarzinome treten Uberwiegend zwischen demng0dem 80. Lebensjahr auf
(Bertzet al, 2006). Die Diagnose der Erkrankung wird aufgrded Symptomlosigkeit
haufig erst dann gestellt, wenn sich schon Metastas den umliegenden Organen wie
Leber oder Lymphknoten befinden und eine kuratipei@tion nicht mehr maoglich ist
(Yeo et al, 2002). Ein zusatzliches Problem ist die Resistd#w Pankreaskarzinoms
gegeniber Strahlen- und/oder Chemotherapie, waighsdie Notwendigkeit ergibt,
neue Therapieansatze fir die Patienten zu entwicdkelgsdonret al, 2003; Folsch und
Schafer, 2004).

Wie bei Karzinomen allgemein sind auch beim Pardic@ainom die Mechanismen der
Entstehung weitgehend ungeklart. Es handelt sier abt hoher Wahrscheinlichkeit
um ein multifaktorielles Geschehen, bei dem veesdéme Ausléser eine Rolle spielen.

Unter anderem werden als Ausloser in der Literhilotin, eine fett-und fleischreiche
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Ernéahrung, eine langere Exposition gegeniber veadehen kanzerogenen Substanzen
(DDT  (Dichlordiphenyltrichlorethan), B-Naphtylamin) und eine genetische
Pradisposition diskutiert (Vimalachandrat al, 2004; Bertzet al, 2006). Abb. 5
(s. Seite 13) zeigt das postulierte Tumorprogressimdell der pankreatischen
intraepithelialen Neoplasie (PanIN), in dem versweind, die auftretenden Mutationen
in Tumorsuppressorgenen und Proto-Onkogenen inzeitieche Abfolge entsprechend
ihres Auftretens zu bringen (Wilen& al, 2000). Die Pankreaslédsionen werden in
PanIN 1A, 1B, 2 und 3 unterteilt, wobei jede diestiufen durch bestimmte
morphologische Veradnderungen und Akkumulation denegischen Veranderungen
charakterisiert ist (Wilentet al, 2000). In Gber 90% der Pankreaskarzinome fir e
aktivierende Mutation deX-Ras Proto-Onkogens auf (Moskalukt al, 1997;
Rozenblumet al.,1997). Zusatzlich kommt es auch zu inaktivierenilietiationen von
Tumorsuppressorgenen wie pi6? und p53 (Rozenbluret al, 1997; Mooreet al,
2003). Die Tumorzellen wachsen dann unabhangigdesnKontrollmechanismen der
Apoptose und der Proliferation, was zum Teil audie everédnderte oder fehlende
Responsivitdt gegenuber Wachstumsfaktoren wie BGFReur Folge haben kann.
Weiterhin  treten  verschiedene Alterationen der Tg=Fignalkaskade in
Pankreaskarzinomen auf (siehe oben), die zu einamudt der antiproliferativen
Wirkung von TGFB1 fuhren. Im duktalen Pankreaskarzinom werden dliei

Isoformen von TGH Gberexprimiert (Friesst al, 1993).

1.6 Die TGF{-Signaltransduktion am Beispiel des mesenchymalen
Markers Biglykan (BGN)

1.6.1 Biglykan

TGF{1 reguliert unter anderem die Produktion der exllataren Matrix und gilt als
Hauptvermittler der Fibrose und der Desmoplasieenschiedlicher Gewebe (Border
und Noble, 1994). Der Wachstumsfaktor induziert 8yethese von Strukturproteinen
wie Kollagenen, Fibronektinen und Proteoglykanend umemmt die Expression
und/oder Aktivierung von Matrix-degradierenden Mafvletalloproteinasen (MMPSs)
direkt oder durch die Aktivierung ihrer Inhibitoreder TIMPs (Tssue_hhibitors of
MMPs) (Schilleret al, 2004). Als etabliertes TGJFt-Zielgen gilt Biglykan, das zur
Gruppe der kleinen leucinreichen Proteoglykane gefiozzo, 1999; lozzo, 1997).
BGN ist am Matrixaufbau, an der Zelladhasion, delrdigration und der Regulation
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von Wachstumsfaktoren, wie z.B. der T@E-AKktivitat, beteiligt (lozzo, 1999; Kinsella
et al, 2004). BGN neutralisiert durch Bindung an T&Fdessen biologische Aktivitat,
indem es die Interaktion von TGHA- mit seinen Rezeptoren verhindert (Hildebrand
al., 1994).

Eine Uberexpression von BGN wird z.B. fur fibrotisc Lasionen der Lunge
(Westergren-Thorssoet al, 1993), der Leber (Gressnet al, 1994), der Nieren
(Schaefert al, 2001), fur die chronische Pankreatitis und dafiictdas Stroma solider
Tumore, wie dem Pankreaskarzinom (Webetr al, 2001), beschrieben. Die
Akkumulation von BGN ist zumindest zum Teil eineld® der erhohten TGP1-
Konzentration in diesen Geweben. Aus diesem GrultdBGN auch als Marker fir
fibrotisches Gewebe (Funderburghal.,2001). Weiterhin kann TGB1 die epitheliale-
mesenchymale Transdifferenzierung (EMT) ausléseap(KL.7.3). Bei diesem Vorgang
kommt es z.B. in Pankreaskrebszellen u.a. zu éhahme in der Expression von
epithelialen Markern, wie E-Cadherin und einer Zuna der Expression von
mesenchymalen Markern wie N-Cadherin und Biglykan.

Weber und Mitarbeiter haben gezeigt, dass exogeabreichtes BGN in TGPB1-
responsiven und TGPB1-unresponsiven Pankreaskrebszellen Zu einer
Wachstumshemmung durch die Induktion eines Arrestesder G1-Phase des
Zellzyklus filhrt. Dieses geht mit einer gesteiger®&xpression von p£¥* und einer
Reduktion in der Expression von Zyklin A und desrg)Rerating Cell Nuclear
Antigens® (PCNA) einher (Webeet al, 2001). Dabei sind es nicht nur die
Stromazellen wie Fibroblasten und glatte Muskedzelldie zur BGN-Synthese féahig
sind. Chen und Mitarbeiter konnten zeigen, das&faskarzinomzellen selbst auf eine
TGF{1-Stimulation mit der Synthese und der Expressiam B&N reagieren (Cheet
al., 2002). Da TGH1 in frGhen Stadien der Tumorentwicklung Ublichasgenoch
eine antiproliferative Wirkung besitzt, konnte dallas durch TGB1-induzierte BGN
hieran beteiligt sein, indem es als extrazelluldedizyklusbremse fungiert und das

Wachstum der Krebszellen tiber den oben beschriaddrehanismus hemmt.

1.6.2 Induktion der BGN-Expression durch TGF$1: Stand der Forschung

Die Regulation von BGN durch TGFt ist sehr komplex (siehe Abb. 2). Chen und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass die T@Finduzierte Expression von BGN abhangig
von der Expression eines funktionellen Smad4 unditsgon einem intakten Smad-
Signalweg ist (Cheet al, 2002). Da TGH1 nicht nur den Smad-Signalweg aktiviert
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(siehe oben), wurde aul3erdem untersucht, ob asignalwege an der Regulation von
BGN beteiligt sind. Fur den p38-MAPK-Signalweg usa. bekannt, dass er zusammen
mit dem Smad-Signalweg fur die EMT von Zellen véwanrtlich ist. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob p38 auch an der Regulaton BGN beteiligt ist.
Ungefroren und Mitarbeiter konnten schlief3lich zaigdass fur die TGB1-induzierte
Expression von BGN auch eine Aktivierung des p3fi&lweges noétig ist (Ungefroren
et al, 2003). Weitere Untersuchungen wurden durchgéefiinn zu klaren, in welcher
Weise diese beiden Signalwege miteinander verknigpftd. Schliel3lich konnte
demonstriert werden, dass es sich bei dem gesu@G#andas Smad-abhangig durch
TGF{1 aktiviert wird und dessen Proteinprodukt selbsiderum p38-MAPK aktiviert,
um das stress response” Gen GADP45rowth arrest DNA damage 4%'; kodiert
von MyD118 handelt (Ungefroreet al, 2005; Takekawat al, 2002). Allerdings ist
diese Regulation noch nicht in allen Einzelheiteskdmnt und bietet daher einen
Ansatzpunkt fur weitere Studien zur Klarung der 8mgnalfluss beteiligten Proteine
oder anderer wichtiger Faktoren, wie z.B. der Ziitsion.

Fur den p38-MAPK-Signalweg wurde beschrieben, @ssSmad-abhéngig oder auch
Smad-unabhangig durch denpRI/ALKS aktiviert werden kann. Die TGP1-
vermittelte Smad-abhangige transkriptionelle Induwkivon GADD4%, welche Teil der
Antwort der Zelle auf genotoxischen Stress (Liekmrmund Hoffman, 2002) ist, flhrt
zur verzogerten Aktivierung von p38 durch TEE{Yooet al, 2003; Takekawat al.,
2002) uber Bindung und Aktivierung der MAPKKK MTKMEKK4 (Takekawaet al.,
2002; Takekawa und Saito, 1998). So fuhrt die A&tiing von p38 tUber GADD45
schlie3lich zur Expression von BGN (Ungefroedral, 2003; Ungefroreet al., 2005).
Seitdem bekannt ist, dass die Regulation der Addtinig von p38 durch TGF-auch
von Integrinen abhangig ist (Bhowmiek al, 2001), geht man davon aus, dass es sich
bei der p38-Aktivierung um einen zentralen Punks$ ¢€ross-Talks® zwischen der
TGF$/Smad-Signalwirkung und der Adhasions-/IntegrinA@igvirkung handelt. Es ist
bekannt, dass die GTPasen Rac und Cdc42 der Rhiid-akahasions-/Integrin-
abhangige Signale an MAPKs weiterleiten, woduraséiaktiviert werden, so dass sie
auch imstande sind, den p38-MAPK-(und den JNK-n&8lhgeg zu aktivieren (Zhanrgf
al., 1995).
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Abb. 2: Signalflussmodell der BGN-Induktion durch TGF-g1. In diesem Schema sind die
bekannten durch TGB-induzierten Signalwege dargestellt, die vom Reatpmplex zum
Nukleus und schlieBlich zur Akkumulation von BGN-MR fiihren. Nach der Aktivierung
von TBRII und ALK5 kommt es durch die Smad-aktivierendskion von ALKS5, die in der
L45-Schleife lokalisiert ist, zur Phosphorylierueines R-Smads, welches daraufhin einen
Komplex mit Smad4 bildet, der in den Nukleus tram@@rt wird und die Expression von
GADDA453 induziert. GADD4% aktiviert wiederum p38 MAPK Uber die Aktivierungw
MAPKKKs. Aktiviertes p38 gelangt in den Zellkern dirinduziert dort die BGN-mRNA-
Akkumulation im Zytoplasma durch nukleare Transkipozessierung, Stabilisierung
und/oder Export.
Die Aktivierung von p38 durch TGB1 kann auch Uber reaktive Sauerstoffspezies
(ROS: ,reactive oxygen species”) erfolgen, die den NAD(P)H-Oxidase (Chiet al,
2001) produziert werden. Fir die enzymatische Alidivdieses NAD(P)H-Oxidase-
Komplexes wird Racl als Untereinheit bendétigt (Bdkond Diebold, 2002).
Von Ungefroren und Mitarbeitern wurde zuvor gezeuass die p38-Signalwirkung
eine wichtige Rolle bei der durch TGH-induzierten Expression von BGN spielt. Da
bekannt ist, dass Racl und die NAD(P)H-Oxidase arReégulation von p38 beteiligt
sind, stellte sich die Frage, ob diese auch anTd&F$1-Regulation von BGN in
Pankreaskarzinomzellen beteiligt sind. Fur dieseetsnchungen sollte die Zelllinie
Panc-1 verwendet werden, da schon zuvor gezeigtieyutass sie TGB1-responsiv
ist, BGN exprimiert und auf Stimulation mit TGH- mit einer deutlichen

Hochregulation der BGN-mRNA reagiert (Chetnal, 2002).

1.6.3 Racl

Racl, Rho und Cdc42 sind die am besten charaleeesi Mitglieder der kleinen

GTPasen der Rho-Familie. Diese kleinen Protein®-g8D AS) bestehen aus einer
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GTPase-Doméane und kurzen N-und C-terminalen Veddmgen. Sie besitzen eine
hohe Affinitat fir GDP und GTP und oszillieren zehen aktivem GTP-gebundenem
Zustand (Schalter ,an®) und inaktivem GDP-gebundengustand (Schalter ,aus")
(siehe Abb. 3). Im GTP-gebundenen Zustand kénneo-MRbteine an verschiedene
Zielmolekule/Effektorproteine  binden, welche direktoder indirekt die

Aktinorganisation kontrollieren und diese aktiviereDadurch konnen die kleinen
GTPasen die Zelladhasion regulieren und morphatbgisveranderungen der Zelle
hervorrufen (Kjoller und Hall, 1999; Zhangt al, 1995). Nach Aktivierung durch
Wachstumsfaktoren induziert Racl die Ausbildung ‘@mellipodien (Nobes und

Hall, 1995; McCartyet al, 2005) an der Plasmamembran und fihrt zu dem sog.

.membrane ruffling®, einer Krauselung der Zellmermbr(Ridley, 1994), wahrend
Cdc42 die Bildung von Filopodien induziert (Chagtgal, 2005). Wie schon erwahnt,
ist das Racl1-Protein an der Signaltbermittiung denZelloberflache bis zum Zellkern
beteiligt und stimuliert sowohl die Aktivitdt deNBK als auch die der p38-MAPK
(Zhang et al, 1995). Weiterhin ist bekannt, dass Rac-Protadie Aktivitdt des

NAD(P)H-Oxidase-Komplexes  regulieren  kdénnen und isoman  der

Superoxidproduktion beteiligt sind (Heyworhal, 1993; Bokoch und Diebold, 2002).

Abb. 3: Regulierung der Rac-
Aktivitat. Der Wechsel von GDP- zu

GTP @ GDP GTP-gebundener Form und damit die

Aktivierung von Rac (,an“) wird
durch Guanin-Nukleotidaustausch-
faktoren (GEFs) katalysiert. Sie
fordern den Austausch von
gebundenem Nukleotid, in dem sie die
_aus® % Lan“ Dissoziation von GDP und die
anschlieBende Aufnahme von GTP
beschleunigen. Die GTPase-
aktivierenden Proteine (GAPs)
l! inaktivieren Rac (,aus"), indem sie die

Hydrolyse von GTP bewirken, wobei

Rac fest mit GDP verbunden bleibt
(Albertset al, 2004).

@

1.6.4 NAD(P)H (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat)-Oxidase

Bei den NAD(P)H-Oxidasen (Nox) handelt es sich umeeGruppe membran-
assoziierter Enzymkomplexe. Am besten untersudhdies leukozytare NAD(P)H-
Oxidase, welche in Phagozyten und B-Lymphozyten riexert wird. Dieser

Multienzymkomplex besteht aus membran-gebundenemrmpéoenten (gp91°%
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p22°"* wobei phox fir ,PHagocyte OXidase“ steht), die das Flavocbijtom b558
bilden, und zytosolischen Komponenten (40 p47"* p67"* und den GTPasen
Racl oder Rac2), die nach Aktivierung an die Membgalangen (siehe Abb. 4)
(Bokoch und Knaus, 2003). Bei diesem Enzym hangelsich um einen Elektronen-
Transfer-Komplex, der NAD(P)H als Substrat nutztdumlie Reduktion von
molekularem Sauerstoff zu Superoxid(@eaktive Sauerstoffspezies, ROS) katalysiert
(Bokoch und Diebold, 2002; Bokoch und Knaus, 20G&jszt und Leto, 2004). In
Phagozyten spielen das NAD(P)H-Oxidase System uedddrch dieses generierten
Sauerstoffradikale eine wichtige Rolle bei der ktddtdtung, dem sog. ,Respiratory
Burst* (Bokoch und Knaus, 2003; Forman und Tor2302). Fir die Aktivitat der
NAD(P)H-Oxidase in humanen Neutrophilen wurde ggizelass sie abhangig von der
Zelladhasion (Zhaet al, 2003) und von Tyrosinkinase-Aktivitaten ist (Ypat al,
2000; Dusiet al, 1996). In den letzten Jahren wurden Homologe &aenponenten
der neutrophilen/phagozytischen NAD(P)H-Oxidase werschiedenen nicht-
phagozytischen Geweben und Zellen wie Epithelzellghroblasten, Lymphozyten,

GefalRmuskelzellen und Schilddrisenzellen gefun@érdiraet al, 2003).

H+

Membran Membran

NAD(P)H
O,
NAD(P)H )
NAD(P)* NAD(P)

Abb. 4: Schematische Darstellung der leukozytaren (nach Raynd Shah, 2005, Griendlinget al,
2000) und nicht-phagozytischen NAD(P)H-Oxidase (Griendlig et al 2000). Links Der
Multienzymkomplex in Leukozyten besteht aus den imemgebundenen Komponenten gpg4 p22">
die dem Elektronentransport dienen, und dgiosolischen Komponenten g% p47"* p67" und den
GTPasen Racl oder Rac2, die nach Aktivierung anM#ienbran wandernRechts Dargestellt sind die
Komponenten der NAD(P)H-Oxidase, die in glatten &Befiuskelzellen identifziert werden konnten
(Griendlinget al, 2000; Touy=zt al, 2002). Wie zu erkennen ist, findet hier dig -Breisetzung, anders als
in den Leukozyten, hauptsachlich intrazellulartstat

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese nibhgpzytischen Oxidasen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxidanionen pieckrz (Irani, 2000; Gorlacét al.,

2000), die als Signalmolekile in verschiedenen igmsduktionskaskaden fungieren.
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Bis jetzt sind flnf verschiedene Isoformen der njgdgozytischen Oxidase (Nox 1-5)
bekannt (Bokoch und Knaus, 2003; Geiszt und L2642

1.7 Die Rolle von TGFB in der Tumorprogression

Da Biglykan in Pankreaskarzinomzellen u.a. als meésgmaler Marker der durch
TGF{1-induzierten EMT gilt, durch die die Tumorzelleie d~ahigkeit zur Migration
und Invasion erlangen, sollte im Folgenden die &ollon TGFBl in der

Tumorprogression des Pankreaskarzinoms untersueriiew.

1.7.1 TGF$1 als Tumorsuppressor

TGF$1 kann als Tumorsuppressor und als Tumorpromotokewi (siehe Abb. 5).
Seine tumorsupprimierende Funktion kann dadurchadrkiverden, dass TGt
normalerweise eine stark antiproliferative Wirkuagf epitheliale und lymphoide
Zellen, aus denen die meisten Tumore entstehedpauad in einigen Zelltypen auch
Apoptose induzieren kann (Derynekal., 2001).

Die Wachstumsinhibition durch TGFE: erfolgt aufgrund seiner Eigenschaft, die
Expression einiger Gene zu beeinflussen, die ddmykkis regulieren. So ist TGB1
z.B. in der Lage, die Expression des Proto-Onkogems/c herunterzuregulieren und
die Transkription von Zyclin-abhangigen Kinase-(ODthibitoren wie p18%*
und/oder p2¥AFC1P1 7y aktivieren (Derynclet al, 2001). Der Inhibitor p2¥A™<'P tritt
z.B. in Wechselwirkung mit Komplexen aus CDK2 ungklih A oder E und inhibiert
dadurch die Aktivitdt von CDK2, wodurch der Abladds Zellzyklus unterbrochen wird
(Massaguét al, 2000).

1.7.2 TGF$1 als Tumorpromotor

Wahrend der fortschreitenden Tumorprogression diedantiproliferative Wirkung von
TGF{$1 aufgehoben. Die normale Kontrolle der Apoptosd der Proliferation geht
durch verschiedene Mutationen in Tumorsuppresste+ &roto-Onkogenen verloren.
Im Pankreaskarzinom kann es durch eine Anreichervog ,Loss-of-function®-
Mutationen (Smad4/DPC4, siehe oben) oder andergten im Smad-Signalweg zu
einer Resistenz der Tumore gegen den antiproliferat=ffekt von TGH31 und damit

zu einem Verlust der Tumorsuppression kommen. Nlemwaise kommt es durch
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TGF{1 zu einer Inhibition dec-mycExpression (siehe Kap. 1.7.1), die aufgrund von
Mutationen verloren gehen kann, so dass keine igrigibde Regulation des Zellzyklus
mehr stattfindet und die Zellen auf TGE-nicht mehr mit einer Wachstumshemmung
reagieren (Derynckt al, 2001). Auch TGH1, das von den Pankreaskrebszellen selbst

gebildet wird, kann folglich nicht mehr zu einer gpuession des Tumorwachstums
fahren.

Normal —! | PanIN-1 : PanlN;Z ; = PanIN-3

~«— [er-2/neu > - pl6 » <« pi3 —>
K-ras DPC4
BRCA2

Effekte von TGF- alsTumorpromotor

Effekte von TGF-p als Tumorsupressor

- Wachstumsinhibition -Verlust der antiproliferativen TGF-p-

- Apoptose Wirkung

-Stimulierung der Tumorangiogenese
und Invasivitidt der Tumorzellen

-Immunsuppressive Wirkung

-Epitheliale-mesenchymale Trans-
differenzierung (EMT)

-Férderung der Invasivitat
und Metastasierung

Abb. 5: TGF-p als Tumorsuppressor und Tumorpromotor. Dargestellt ist das
Tumorprogressionsmodell der pankreatischen initfaelalen Neoplasie (PanIN) mit seinen
morphologischen und genetischen Veranderungen (Wéitdntz et al, 2000). Zusatzlich sind in
dieser Abbildung die Effekte von T@FR- als Tumorsuppressor und Tumorpromotor aufgefiihrt.

Allerdings kdnnte es Prozesse wie die InvasiondiadMetastasierung begunstigen, die
zusatzlich durch aktivierte Onkogene, wie zHasgesteigert werden konnten. Es ist

bekannt, dass K-Ras zusammen mit der PcHtgnalwirkung die epitheliale-
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mesenchymale Transdifferenzierung (EMT) und dieasman beeinflusst (Ofet al,
2002; Jandat al, 2002). Zusatzlich bewirkt TGFL wahrend der Tumorprogression
eine Suppression des Immunsystems, die das WachdemTumore beglnstigt
(Deryncket al, 2001).

1.7.3 EMT

Die Fahigkeit von Tumorzellen zur Migration und Isi@n beruht u.a. auf dem Verlust
von Zell-Zell-Kontakten und dem Erwerb einer fibladioiden Morphologie. Als Folge
der durch TGH1-induzierten Veranderungen in der Genexpressibih dgr epitheliale
Phanotyp verloren und die Zellen weisen schliel3oten mesenchymalen Phanotyp
(spindelférmige oder fibroblasten-ahnliche Gestalilj. Es kommt zu Veranderungen
des Zytoskeletts und zum Verlust der Zell-Zell-Kakie, da TGH1 z.B. die
Expression von Zytokeratinen und dem epithelialemarkdr E-Cadherin
herunterreguliert und die Expression der mesencleymilarker wie Vimentin, N-
Cadherin und BGN (siehe oben) hochreguliert (Bhavkret al, 2001; Oftet al, 1996,
Ellenriederet al, 2001a; Ellenriedeet al, 2001b; Deryncket al, 2001). Die durch
TGF1-induzierte EMT ist haufig mit einer erhéhten Migon und Invasivitat der
Tumorzellen verbunden (Bhowmiek al, 2001; Ellenriedeet al, 2001a; Ellenriedest

al., 2001b) und wird als essentiell fir den Prozesdvigastasierung angesehen.

1.7.4 Effekte von TGF$1 auf die Tumorumgebung

TGF1 beeinflusst u.a. die Umgebung des Tumors undrkeWeranderungen, die das
Tumorwachstum  unterstlitzen. Durch eine  gesteigeriexpression  der
Matrixmetalloproteasen (MMP), wie z.B. MMP-2, undsderokinase-Plasminogen-
Aktivator-Systems (UPA) kommt es lokal zur Degramtatder extrazellularen Matrix
und der damit verbundenen Freisetzung von P&Molekulen (Derynclet al, 2001,
Ellenriederet al, 2001a). Weiterhin vermittelt TGFt die Neo-Angiogenese u.a. durch
eine gesteigerte Expression des pro-angiogenemiSakEGF-A (,vascular endothelial
growth factor*) und des Plasminogen-Aktivator-Initols (PAI-1) (Benckertet al,
2003; Suganet al, 2003). Durch diese Wirkungen beglnstigt T@Fzusatzlich das
Tumorwachstum und die Metastasierung.
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1.7.5 Intrazellulare Signalwege der tumorsupprimieenden und -férdernden
Effekte von TGF-p1

Die Effekte von TGH1 werden intrazellular sowohl Gber den Smad-Sigaglisiehe
oben) als auch Uber Smad-unabhangige Kinase-Siggalwermittelt, was letztendlich
zu einem komplexen Zusammenspiel zwischen Smadagideén und Smad-
unabhangigen Signalwegen fuhren kann (Derynck uhdng, 2003; Javelaud und
Mauviel, 2005). Eine zentrale Frage besteht danwjefern der Smad-Signalweg an
der Tumorsuppression und den tumorfordernden Efelkon TGFB1 beteiligt ist und
wie Veranderungen im Gleichgewicht zwischen T@G&bhangigem Smad2/3-
Signalweg und den MAPK- oder anderen Signalwegea dumorsuppression
beeinflussen.

Beobachtungen, die hauptsachlich aus Brustkrelnsad#llen stammen, zeigen, dass
der Smad2/3-Signalweg, abhangig vom jeweiligen iStadier Progression der Zellen,
sowohl tumorsupprimierende als auch prometastatiEéfe&te von TGH1 vermitteln
kann (Tianet al, 2004; Deckerset al, 2006; Kang, 2006). Allerdings wurden
entsprechende Studien fur das duktale Pankreaskananoch nicht durchgefihrt.

1.7.6 Verwendete Mutanten der ALK5-Kinase

Zur spezifischen Untersuchung der Rolle des SmgdaBiveges bei der durch TGH-
vermittelten Tumorsuppression und den prometastais Effekten von TGB4
konnen verschiedene Ansétze gewahlt werden. EsekdrmB. dominant-negative
Smad-Mutanten (z.B. Mutante von Smad4) in Transdokexperimenten eingesetzt
werden, die eine spezifische Hemmung des jeweili@mads und damit eine
Unterbrechung der Smad-Signalkaskade bewirken. Agine Hemmung der Smad-
aktivierenden Rezeptoren lasst eine weitere Untersugy der Bedeutung des
Signalweges fur die tumorsupprimierende Funktiod das prometastatischen Effektes
von TGF$1 zu.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene konstitaktive (ca) Mutanten des TGk
Typ I-Rezeptors ALK5 (ALK5-T204D und RImL45-T202@)r die Untersuchungein
vitro undin vivo verwendet, die ihre Effekte ohne Liganden-Binduagnitteln (Siegel
et al, 2003; Muraoka-Coolet al, 2006) (siehe Abb. 6). Die Spezifitdt der ALK5-
Kinase fur ein R-Smad ist durch die L45 Schleifesolven den Kinase-Subdomanen IV
und V festgelegt (Feng und Derynck, 1997). Ersetah drei L45-Schleifen-AS-Reste
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durch Alanin (RImL45), wird die Fahigkeit des Ret®p, mit den Smads zu

interagieren und sie zu phosphorylieren, unterdrtickt

Ektodoméne ™ GS | Serin/ThreoninKinase-Doméane
TGF-p-bindende / I\
Domane
L45-Schleife

TBRI/ALKS: 263 ADNKDNGTW271

caRImLA45: 263 ADaKaaGTW 271

TM | Transmembrandoméne

GS | Glycin-/serinreiche Aktivierungs-
doméne

Abb. 6: Schematische Darstellung der Doménen despRl und der Mutante caRImL45. Die
Spezifitat des BRI fur sein R-Smad ist durch die Sequenz in der-&4Bleife festgelegt. Werden die
drei Reste der Schleife (N265, D267 und N268) dutdhnin ersetzt, verliert der Rezeptor seine
Fahigkeit, Smads zu phosphorylieren. Die KinaseiAtét wird dadurch nicht beeintrachtig.

Allerdings bleibt die Kinase-Domane davon unbeesst und der Rezeptor ist
weiterhin in der Lage, andere Signalwege, wie \PK-Signalwege direkt, also
Smad-unabhéngig, zu aktivieren. Aus diesem Grusdela sich mit dieser Mutante
Smad-abhéangige Effekte von Smad-unabhangigen eiiftéeren (Itoket al, 2003; Yu
et al, 2002; Tiaret al.; 2004).

1.7.7 Ziele

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werdeie, der Smad-Signalweg und der
p38-MAPK-Signalweg bei der Regulation des kleinencinreichen Proteoglykans
BGN durch TGH1 zusammen wirken. Weiterhin sollten die Effekta d&F{3-
Signalwirkung auf das Wachstumsverhalten von Paskaazinomzellenn vitro und

auf ihre Tumorigenitdin vivo analysiert werden.

a) Zunachst sollte die Funktion der ALK5-Kinase bei Wéeiterleitung des Signals

von TGF$1 an BGN mit Hilfe verschiedener Rezeptormutanteiehe u.a.
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b)

d)

Kap. 1.7.6) untersucht werden. Fur die Experimemteurde die
Pankreasadenokarzinom-Zelllinie Panc-1 gewahlt, sla auf TGF1-
Behandlung mit einer starken Induktion der BGN-mRMAgiert (Ungefroren
et al, 2003)

Basierend auf dem Wissen, dass die Regulation @8AMAPK durch TGF1
integrin- und adhéasions-abhangig ist (Bhowmetkal, 2001), sollte weiterhin
untersucht werden, ob die Kontrolle von BGN durcBF31 auch adhésions-
abhangig ist. Da bekannt ist, dass diese Signalptbachlich durch die kleinen
GTPasen Racl und Cdc42 vermittelt werden, aberRawl auch als UE der
NAD(P)H-Oxidase fungiert, wurde die Hypothese astght, dass Racl auch an
der Induktion von BGN durch TGE1 Uber die Aktivierung von p38 beteiligt
sind. Aus diesem Grund sollte die Bedeutung vonlRac die Regulation von
BGN durch TGR31 untersucht werden.

Ebenso sollte Uberprift werden, welche Untereieheibder Homologe der
neutrophilen NAD(P)H-Oxidase in der Pankreaskanmnpelllinie Panc-1
exprimiert werden und ob die ROS-Produktion in eieZellen eine Rolle bei

der Regulation von BGN spielt.

AulRerdem sollte die Bedeutung der durch TgaFrermittelten Aktivierung der
ALK5-Kinase bzw. des Smad-Signalweges fur die Typrmgression von
Pankreaskarzinomzellen und die Regulation von res@sungs-assoziierten
Genen in diesen Zellen geklart werden. Hierzu eoliterschiedeni vitro und
in vivo (SCID-Mausmodell) Experimente durchgefiuihrt werdéfiir diese
Untersuchungen wurden zwei verschiedene MutantsnRézeptors verwendet
(siehe Abb. 6), caALK5 und caRImL45. Die Zellliffanc-1 wurde ausgewahlt,
da sie noch einen intakten T@EFSmMad-Signalweg besitzt und repréasentativ fur
ein frihes Tumorstadium ist. Aul3erdem ist diesdlidid in Hinblick auf die

TGF{1-Regulation genetisch, phanotypisch und funktioma charakterisiert.
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2. MATERIAL
2.1 Gerate

Autoklav
Brutschrank (Zellkultur)
Brutschrank (Bakterien)

Elektrophoreseapparaturen

Elektroelutionskammer
Kihlzentrifugen
Kivetten

Eismaschine Scotsman
Gefrier-/Kuhlschranke

Harvester
Kippschiittler
Luminometer

Magnetriihrer Monotherm

Mikroskope

Mikrotiterplattenphotometer

Mikrowelle
Spannungsquellen

VORTEX Genie 2

PCR-Cycler

Pipettierhilfe

pH-Meter

Photometer

Hera cell240

Mini-Sub®

Agarose-Gele:

CellGT

Webeco, Bad
Schwartau

Heraeus, Blan
Binder, Tuttlingen

BioRad, Miinchen

Sub® Cell GT BioRad, Miinchen
Mini-Protean®

Polyacrylamid-Gele:

3
Electrophoresis

Cell

ElutraplectroelutionSystems

Multifuge 3 S-R (Rotor:
#75006445)

Quarzkivetten (10 mm)

-80°C, -20°C, 4°C

Duomax 1030

Variomag® Electronicrihrer
Lichtmikroskop:

Fluoreszenzmikroskop:

OpsysMR

PowerPack 300

MyCycle? thermal cycler

Micro Cycler E
Icycler 1Q

Pipetus-akku

Levell

Smart Sp&t3000

Axiovert 25
Axioskop 40

BioRad, Miinchen

Schleicher u.
Schiill, Dassel

Heraeus, Hanau

BioRad, Minchen

Fisher Scientific,
Nidderau
Liebheéteraeus
Walllac, Turku,
Finnland
Heidolph,
Kehlheim
Promega,
Heidelberg

Merck, Darmstadt
Carl Zeiskna
Carl Zeissalen

ThermoLabsystems,
Frankfurt

Bosch
BioRad, Minchen

Bender & Hobein,
Zurich, Schweiz

BioRad, Miinchen

Eppendorf,
Hamburg
BioRad, Miinchen

Hirschmann
Laborgeréte,
Eberstadt

inoLab (WTW),
Wertheim

BioRad, Miinchen
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Pipetten (0,2-2,5ul, 20ul, 200ul,
1000ul)

Rotator (Test Tube Rotator)

Roéntgenfilmentwicklungsautomat

Schittelinkubator

Sterilbank
Stickstofftank

HeraSafe KS 12
Biosafe® MD

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge/Kuhlzentrifuge

Mini Tans-Blot Cell
Kihlelement

Transferkammer WB

Thermomixer (1,5 ml) comfort

(2 ml) comfort

Orbital Incubator S150

Biofuge pico (Rotor #3328)

Biofuge fresco (Rot#3328)

Gilson, Eppendorf

Kisker GbR,
Steinfurt

Agfa, Kéln

Stuart Scientific,
GB
Heraeus, Hanau
Messer, Griesheim

Hers, Hanau

Heraeus, Hanau

BioRand, Miren
BioRand, Miinchen
Eppendorf,
Hamburg
Eppendorf,
Hamburg

UV-Tisch UVT 204 Herolab, Wiesloch

Waagen Analysenwaage: CP124sS Satorius, Gottinge
Laborwaage: CP 2201 Satorius, Gottingen

Wasserbad W12 Medigen, Dresden

2.2 Verbrauchsmaterialien

Bakterien-Inkubationsréhrchen (14 ml) Sarstedt,miinecht

Einmalspritzen (1ml, 50 ml)

Kryoréhrchen (1 ml, 1,8 ml)

Petrischalen

Gestopfte Pipetten-Spitzen (1000 ul, 100 ul, 10 pl)
PVDF-Membran: Immobilon-P, 0,45 um
Reaktionsgefalie (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Rontgenfiime

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Skalpelle

Sterilfilter (0,2 um Porengrof3e), Sterile Acrod&ginge
Filters (0,45 um PorengroRRe)

3 MM Whatman Papier

15 ml und 50 ml Zentifugen-Rdhrchen
Zellkulturflaschen (25 ¢ 75 cnf, 175 cm)

96- Well-,24-Well-, 6-Well-Platten (Mikrotiterplagh)
Zellkulturplatten mit Fibronektin- und poly-D-Lysin
Beschichtung

Alaris lvac, Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbhaden
Sarstedt, NUrmbrecht
Sarstedt, Nurmbrecht
Millipore, Escinb
falts NlUrmbrecht
Amersham Biosciences, Freiburg
Sarstddrmbrecht
Feather, pfm, Kdln
Sarstedt, NUrmbrecht , Pall Life Sciences

Schleicher u. Schill, Dassel
Sarstedt, Nenit

Sarstedt, NUrmbrecht
Nunc, Wiesbaden; Sarstedt, Niirmbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg

2.3 Sonstiges

Einfrierbox Nalgen&', Miinchen
Filmkasette Appligene, Heidelberg
Glasgefalie Schott Duran, Mainz

Neubauerzahlkammer

Superior, Marienfeld




Material und Methoden 20

2.4 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien warem Reinheitsgrad p.A. und
wurden, wenn nicht anders angegeben, von folgeriiemen bezogen: Bio-Rad
(Munchen), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe)jerck (Darmstadt), Roche
Diagnostics (Mannheim), Sigma-Aldrich (Deisenhofanil Serva (Heidelberg).

Ampicillin, Cytocholasin D, Polybrene (1,5-dimethyl

1,5-Diazaundecamethylene polymethobromide, hexatiine bromide)

DPI (Diphenylenidodoniumchlorid) Sigma-Aldrich

Rac1-Inhibitor Merck

Geneticin (G-418), Puromycin Invitrogen

H,0O ad injectabilia Braun, Melsungen

Protein A-Agarose, Protein G-Plus-Agarose Santa @iatech.,
Heidelberg

SB431542 Tocris, Ellisville, MO

TGF$1 R&D Systems,
Wiesbaden

2.5 Kits

BCA™ Proteinassay Pierce, Rockford, IL

Dual-Luciferase-Reporter-Assay- Systems Promegaleheerg

ECL/ECL plus Western blotting detection reagents amalysis

system Amersham Biosciences, Freiburg

EZ4U Test Biomedica, Wien, Osterreich

BD Biosicences, Clontech,

Mercury Pathway Profiling Luciferase System 4 Heidelberg

Rac1l-Activationkit Stressgen, Biomol, Hamburg

IQTM Sybr® Green Supermix Bio Rad, Minchen

Qiagen Plasmid-Mini-Kit Qiagen, Hilden

2.6 Standards

Bench Mark" Prestained Protein Ladder Marker Invitrogen, Kaitigr
1 kb Marker MBI Fermentas, Sant Leon-Rot

Marker VI Roche Diagn., Mannheim
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2.7 Antikorper
Tabelle 2: Priméarantikdrper und Sekundarantikérper
Antikérper Bezugsquelle/Firma Verdinnung
Primérantikdrper
Ratte-anti-Maus-CD31/PECAM-1 (MEC13.3) BD Pharmingdamburg 1:50
Maus-anti-Rac1, monoklonal BD Transduction Labriatr 1:1000

Heidelberg

Maus-anti-p38 MAPK, monoklonal Cell Signaling Techideidelberg 1:1000
Kaninchen-anti-phospho-p38 MAPK, polyklonal CelySaling Techn., Heidelberg 1:1000
Kaninchen-anti-phospho-Smad2, polyklonal Cell SigngaTechn., Heidelberg 1:1000
Maus-anti-phospho-Erk (E-4) Santa Cruz 1:200
Maus-anti-ERK?2 (D2) Santa Cruz 1:200
Maus-anti-Myc-tag (9B11), monoklonal Cell Signalifigchn., Heidelberg 1:1000
Maus-anti-Maus-Ki-67 (MIB-1), monoklonal Dianowdamburg 1:50
Maus-anti-human-p2¥*, monoklonal DAKO, Glostrup, Danemark 1:250
Kaninchen-anti-Smad?2 Zymed Laboratories Inc, Berlin 1:250
Kaninchen-anti-phospho-Smad3 Biosource, Nivelledgign 1:1000
Ziege-anti-Smad3 (1-20), polyklonal Santa Cruz Bait., Heidelberg 1:1:200
Maus-antip-Aktin (AC-15), monoklonal Sigma-Aldrich, Deisenleof 1:10000
Maus-anti-FLAG (M2), monoklonal Sigma-Aldrich, Deishofen 1:1000
Kaninchen-anti-BRII (L-21), polyklonal Santa Cruz Biotech., Heideth 1:200
Kaninchen-anti-ALK5 (V-22), polyklonal Santa CruiBech., Heidelberg 1:200, 1:10C
Maus-anti-HA (12CA5), monoklonal Roche Diagn., Maaim 1:400
Sekundarantikérper
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter anti- 1:5000
Kaninchen 1gG Amersham Biosciences, Freiburg
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter anti-Maus 1:7500
IgG Amersham Biosciences, Freiburg
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter anti-Ziege Ainans Biosciences, Freiburg 1:5000

2.8 Enzyme

Enzym Aktivitat/Konzentration Hersteller
Restriktionsenzyme:

BanHl 10 U/ul MBI Fermentas, Sant Leon-Rot
EcoRlI 10 U/ul MBI Fermentas, Sant Leon-Rot
EcaRV 10 U/ul Boehringer Mannheim, Mannheim
Pvu 10 U/ul Invitrogen, Karlsruhe

Sal 10 U/l MBI Fermentas, Sant Leon-Rot
Xhad 10 U/ul MBI Fermentas, Sant Leon-Rot
Weitere Enzyme

Pfu-Turbo-Polymerase 2,5 U/l Stratagene, Heidelberg

RNase A 100 mg/ml Qiagen, Hilden

SuperScript Il Rnase H- 200 Ul Invitrogen, Karlsruhe

Reverse Transkriptase H

Tag DNA Polymerase 5 U/ul Invitrogen, Karlsruhe

T4-DNA-Ligase 2000 U/p

| NEB, Schwalbach
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2.9 Vektoren

Name Herkunft
pcDNA3 Invitrogen , Karlsruhe
(Map: http://invitrogen.com/content/sfs/vectors/pad.pdf)
TJBA5bMoLink- Geschenk von BD Howard (Howaed al., 2000)
neo (TIM)

pBABE-puro Stefan Ludwig, Universitat Dusseldorf

2.9.1 Rekombinante Plasmide

rekombinantes Plasmid  Herkunft

pRacl-T17N-cDNA3 K. Giehl, Universitat Ulm

pRK5F-Myc-Racl-Q61L  G.M. Bokoch, Scripps ClinicnJaiego, CA

pFLAG-p38-cDNA3 S. Ludwig, Universitat Minster

pFLAG-Smad2-pcDNA3 K. Miyazono The Cancer Institute, Tokyo, Japan
pHA-caALK5-pcDNA3 Dr. J. Massague’, Memorial Slodattering Cancer Center, New York
pHA-caRImL45-pcDNA3  Yu et al., 2002

PESBE-Luc Scott Kern, The Johns Hopkins Medical Institutid®aitimore,MD
pRL-TK Promega, Heidelberg

pMYC-TA-Luc BD Biosciences, Clontech, Heidelberg

pSmad7-Luc V. Ellenrieder, Universitat Ulm

2.10 Oligonukleotide

Die Primerwurden von den Firmen MWG-Biotech und Invitrogerafksruhe) bezogen.

Name Sequenz
B-Aktin-forward 5'-GACGAGGCCCAGAGCAAGAG-3'

B -Aktin-reverse 5-ATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3'
BGN-sense (nt 124-143) 5'-CCCTCTCCAGGTCCATCCGC-3'
BGN-antisense (nt 623-604) 5'-GAGCTGGGTAGGTTGGGCG&G

E-Cadherin-sense
E-Cadherin-antisense
GAPDH-sense
GAPDH-antisense
N-Cadherin-sense
N-Cadherin-antisense
MMP-2-sense
MMP-2-antisense
Nox1 forward

Nox1 reverse

Nox2 forward

Nox2 reverse

5-TCTTCCCCGCCCTGCCAATC-3
5-GCCTCTCTCGAGTCCCCTAG-3’
5-GGCGTCTTCACCACCATGGAG-3'
5'-AAGTTGTCATGGATGACCTTGGC-3
5-GTGCCATTAGCCAAGGGAATTC-3
5-CCTGTTCCACTCATAGGAGG-3
5-CACCCTGGAGCGAGGGTAC-3
5-CTGATTAGCTGTAGAGCTGAAGGC-3’
5-ACAAATTCCAGTGTGCAGACCAC-3
5-AGACTGGAATATCGGTGACAGCA-3
5-GGGCTGTTCAATGCTTGTGGCT-3’
5-ACATCTTTCTCCTCATCATGGTGC-3
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Nox3 forward
Nox3 reverse
Nox4 forward
Nox4 reverse
Nox5 forward
Nox5 reverse

phox
p22 forward

phox
p22 reverse

phox
p47 forward

phox
p47 reverse

phox
p67 forward

phox
p67 reverse

PAI-1-sene (nt 357-378)
PAIl-1-antisense (nt 1164-1143)

PAI-1-Hybrid-sense

Racl- forward

Rac1l- reverse

SP6

T7

TATA-box binding protein forward
TATA-box binding protein reverse
TSP-1-forward

TSP-1-reverse (Genbank: X14787)
uPA-sense

uPA-antisense

VEGF-A-forward

VEGF-A-reverse (Genbank: X62568)
Vimnetin-sense

Vimentin-antisense

5-ATGAACACCTCTGGGGTCAGCTGA-3
5-GGATCGGAGTCACTCCCTTCGCTG-3’

5-CTCAGCGGAATCAATCAGCTGTG-3
5-AGAGGAACACGACAATCAGCCTTAG-3

5-ATCAAGCGGCCCCCTTTTTTTCAC-3
5-CTCATTGTCACACTCCTCGACAGC-3

5-GTGTTTGTGTGCCTGCTGGAGT-3
5-CTGGGCGGCTGCTTGATGGT-3’

5-GTACCCAGCCAGCACTATGTGT-3
5-AAAGTAGCCTGTGACGTCGTCT-3

5-TTCGAGGGAACCAGCTGATAGA-3’

5-GCATGGGAACACTGAGCTTCAC-3
5-CTTCTTCAGGCTGTTCCGGAGC-3
5-GGGTCAGGGTTCCATTA GG-3'

5-CTTCTTCAGGCTGTTCCGGAGCCCACAAA

TCAGACGGCAGCACTG-3’
5'-ACCATGAGGCCATCAAGTGTGTGG-3'
5-TTBAACAGCAGGCATTTTCTCTTC-3'
5-ATTTAGGTGACACTATAG-3
5-AATACGACTCACTATAG-3
5-GCTGGCCCATAGTGKCTTT-3
5-CTTCACACGCCAAGYACAG-3
5'-CAATCCGGATCAGCTGGACTC-3'
5-TGATGATTAGGGATIACATTCG-3'
5-ACACGCAAGGGGAGATGAAGTTT-3
5-TCGAGGGCAGGCAGATGGT-3
5-CATGAACTTTCTGCTGTCTTGG-3'
5-CCTGGTGAGAGAT&GTTCC-3'
5-TGGCACGTCTTGACCTTGAA-3
5-GGTCATCGTGATGCTGAGAA-3’

Die Schmelztemperatur (Tm) der Primer kann nach rei@mpirischen Formel

abgeschatzt werden:

Tm = 81,5 [°C] + 16,6 x log ( M[NaCl] ) + 0,41 x % G+C ) - ( 550/bp )

wobei:  NaCl-Konzentration [M]
% G + C: Anteil der Basen Guanin und Cytosin inZerd

bp: Anzahl der Basen im Oligonukleotid
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2.11 Zellmaterial

2.11.1 Zelllinien

Die nachfolgenden Zelllinien (siehe Tab. 3) wurd@nRahmen dieser Doktorarbeit fiir
Transfektions- oder Transduktionsexperimente urmdGawinnung von Nukleinséduren

und Proteinextrakten verwendet.

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien

Name der Zelllinie Herkunft Bezugsquelle

American Type Culture
Collection
Gabe v. M.Léhr
(Universitat Mannheim

Prof. H. Kalthoff
(Molekulare Onkologie,
UK-SH, Kiel)

Panc-1 Pankreaskarzinom

Sw48 Kolonkarzinom

Embryonale Nierenzellen,
exprimieren das ,large-T"-

HEK 293T Antigen des SV40-Virus

2.11.2 Stabil transduzierte Zellen
Folgende schon =zuvor mit verschiedenen retroviraléektoren stabil
transduzierte Zellen fanden in dieser Arbeit fltenschiedliche Experimente

Verwendung:

* Panc-1-FLAG-caRImL45-TIM
* Panc-1-HA-dnBRII-TIM

* Panc-1-HA-caALK5-TJM

* Panc-1-HA-kdALK5-TIM

Diese stabil exprimierenden Zellen sind freundliehese von Herrn Prof. Dr.

Ungefroren zur Verfligung gestellt worden.

2.11.3 Bakterienstamm

E. coli (ONE SHOT TOP 10F’) Invitrogen, Karlsruhe
Genotyp:

F- {lacl® Tn10(Te®)} mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBCIp80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rspL endAl nupG
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2.12 Medien

2.12.1 Medium zur Anzucht von prokaryotischen Zekn:

Pulver fur LB-Medium: Luria Bertani broth, LABM, IDG
beeinhaltet: 10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakg; aCl

auf 11 mit ddHO auffiillen und autoklavieren

Pulver fir Agarnahrboden: LABM, IDG
beeinhaltet: 10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakg; SaCl,
15 g Agar

auf 11 mit ddHO auffiillen und autoklavieren

Fur die Bakterienanzucht wurden Agarnahrbéden hgindiach dem Autoklavieren
und dem Abkuhlen auf 50°C wurde Ampicillin in eirlendkonzentration von 50 pg/ml
zum Agar hinzugeflgt, der dann in Petrischalen gego, bei Raumtemperatur zum

Abkuhlen stehen gelassen und anschlie3end beiidi@éschitzt gelagert wurde.

2.12.2 Zellkulturmedium und Lésungen zur Arbeit mit eukaryotischen Zellen

PBS-Dulbecco (1x) ohne C&, Mg Cambrex, Verviers,
Belgien
PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlésung):
123 mM NaCl
17 mM NaHPQ,
2,5 mM KHPQ,
pH 7,0
RPMI-1640 Medium Cambrex, Verviers,
Belgien
+ 25 mM HEPES, + L-Glutamine

DMEM: Cambrex
+ 4,5 g/l Glukose, ohne L-Glutamin

Zusatze: 50 ml FCS (10%, v/v) Invitrogen, Karlsruhe
5 ml 200 mM L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
5 ml 100 mM Na-Pyruvat Sigma-Adrich
5 ml Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Kamnlde
(PEN/STREP)

(10000 U/ml Penicillin; 10000 pg/ml Streptomy)i
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Bei DMEM zusétzlich:

5 ml Nonessential amino acids

Invitrogen, Kathgru
(NEAA)
Typsin/EDTA-L6sung

Invitrogen, Karlsruhe
(0,5% Trypsin/0,2% EDTA) in PBS

2.13 Software

Axio Vision 3.1

Revelation Quicklink Version 4.04
NIH Image Software Version 1.62

Zeiss, Jena
DYNEX Techn.
NIMH, Bethesda, USA

2.14 Internet-Ressourcen

Pub Med

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/PubMed (Litaraecherche)
Gen Bank http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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3. Methoden
3.1 Zellbiologische Verfahren

3.1.1 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in sgerdampfgesattigter Atmosphare
mit 5% CQ. Die Zellen wurden ein- bis zweimal wochentliclsgagiert.

Jeden zweiten bis dritten Tag wurde nach einmali@pulen mit sterilem PBS das
Medium (RPMI 1640; Zusatze: 10% (v/v) FCS, 5 ml 26M L-Glutamin, 5 ml 100
mM Na-Pyruvat; 5 ml PEN/STREP, DMEM; Zuséatze: wa BPMI und 5 ml NEAA)
gewechselt. Dieses diente der Neuversorgung dderZehit Nahrstoffen sowie dem
Entfernen toter Zellen. Nach Erreichen einer Koarfiz von 70-90% wurde das Medium
entfernt und der verbleibende Zellrasen mit sterileBS gespult. Nach dem Spilen
wurden die Zellen far 3-5 min mit 50 pl bis 3 ml pgM/EDTA-L6sung (0,5%
Trypsin/0,2% EDTA) (96-well-Platten bis T-125 Flasn) in PBS (ohne ¢&und
Mg®*) bei 37°C inkubiert. Nach Ablésung der Zellen vddmtergrund wurde die
Trypsinreaktion durch Zugabe von RPMI-Medium miedGCS gestoppt. Die Zellen
wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren eugzelt und die erhaltene
Suspension ggf. einer Zellzahlbestimmung unterzogen weiteren Kultivierung der
Zellen fand eine Verdunnung der Zellsuspension RRMI-Medium und eine
Verteilung der Suspension auf neue Kulturflaschetatt.s Mit retroviralen
Expressionsvektoren transduzierte Zellen wurden Gegenwart des jeweiligen
Antibiotikums kultiviert (siehe Tab. 4).

Tabelle 4: Retrovirale Vektoren und das jeweilige Atibiotikum

Zelllinie Vektor-Konstrukt | Antibiotikum Aktive .
Konzentration
TIM Geneticin 700 pg/ml
Panc-1 pBABEpuro Puromycin 2,5 pg/ml
pcDNA3 Geneticin 700 pg/ml

Die Zugabe der pharmakologischen Inhibitoren urdkagr Chemikalien (siehe Tab. 5)
erfolgte 30 min - 1 h vor der TGFt-Behandlung der Zellen. In allen Experimenten

betrug die TGH1-Konzentration 5 ng/ml.
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Tabelle 5: Inhibitoren

Eingesetzte
Inhibitoren/Chemikalien Konzentrationen
Apocynin (in DMSO) 1mM
Ascorbinsaure (in dd}®D) 1 mM
Cytochalasin D (in
DMSO) 1uM, 10 uM
DPI (in DMSO) 1puM, 10 uM
NAC (in ddH,0) 10 mM, 50 mM
PDTC (in DMSO) 50 uM
Racl-Inhibitor (in ddEHO) 50 uM
SB431542 (in DMSO) 1uM,5uM
S-M-Sulfat (in ddHO) 10 uM
Tiron (in ddH0) 10 mM, 100 mM

In einigen Experimenten wurden Zellen in 3,5 cm&eh mit Fibronektin und poly-D-
Lysin-Beschichtung (BD) oder in 10 cm bzw. 3,5 cah&@en mit Agarosebeschichtung
ausgesat. Die Losung fir die Agarosebeschichtustabe aus einem Gemisch von 31
mg/ml Agarose und RPMI 1640 (ohne Zusatze, vorgewdauf 37°C) in einem
Verhéltnis von 1:3.

3.1.2 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkamme

Um fir einen Versuchsansatz eine definierte Zellpat Kulturschale/Well zu erhalten,
wurden die Zellen nach dem Abstoppen der Trypskii@a in 50 ml Roéhrchen
Uberfuhrt, bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert (Multife S-R, Heraeus, Rotor:
#75006445), das Zellpellet mit 5 ml PBS gewascherelg zentrifugiert und dannin 5
ml Medium resuspendiert. Schliel3lich erfolgte desBmnmung der Zellzahl mit Hilfe
eines Hamatozytometers (Neubauer-Zahlkammer). Damiite Unterscheidung
zwischen toten und lebenden Zellen mdglich wamlgté eine Enthahme von 100 pl
der Zellsuspension, welche im Verhaltnis 1:10 migpanblau (0,4%) verdunnt wurde.
Trypanblau farbt tote Zellen blau, in lebende Zekann der Farbstoff nicht eindringen.
Es wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskopes jewellsGroRquadrate ausgezahlt. Der
Mittelwert berechnet und mit dem Verdinnungsfakiod 1¢ multipliziert, um die
Zellzahl pro 1 ml zu erhalten. Es fanden Doppelb@sungen statt. Durch mehrmaliges
Aufziehen und Auslassen mit einer Pipette war dienbgene Verteilung der Zellen
gewahrleistet. AnschlieRend wurden die Zellen aef Wells der jeweiligen Platte

verteilt.
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3.1.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Konfluente Zelllinien wurden trypsiniert, im jewgen Medium aufgenommen,
pelletiert, in 1-1,8 ml FCS mit 10% Dimethylsulfoxi(DMSO), welches die
Kristallbildung innerhalb der Zellen verhindert,fgenommen und je 1 oder 1,8 ml in
Nunc-Kryo-Réhrchen dberfuhrt. Danach erfolgte eimegerung der Rohrchen bei
-80°C.

Das Auftauen der Zellen erfolgte schnell, indem ndaden R6hrchen direkt aus dem
Stickstoff in ein 37°C warmes Wasserbad Uberfulidag. Inhalt jedes Réhrchens wurde
in 5 ml 37°C warmes Medium gegeben und 5 min b801»m (Multifuge S-R, Rotor
#75006445) zentrifugiert. Die Aufnahme des Pellt®lgte in 5 ml 37°C warmem
Medium, mit anschlieRender Uberfiihrung in eine ndeKulturflasche mit 25 ctn
Bodenflache (T-25 Flasche). Nach 12-24 h wurdenkdikurflaschen zur Entfernung
toter Zellen mit PBS gewaschen und erneut mit Medoefdllt.

3.1.4 Zellproliferationsassay Easy For You (EZ4U)

Kit-Komponenten: Substrat (lyophilisiert), Aktivatdsung

Bei dem Test EZ4U handelt es sich um einen niathbektiven Zellproliferations- und
Zytotoxitatstest, welcher an den Thymidin-Standsstianlehnt (EZ4U- Firmenschrift
der Biomedica-Gesellschaft). Er orientiert sichkdem klassischen MTT-Test.

Der EZ4U-Test verwendet Tetrazoliumsalze als Inmiten flr die Zellvitalitat. Die
Testmethode beruht auf der Umwandlung von schwadérigten oder farblosen nicht
toxischen Tetrazoliumsalzen in intensiv gefarbte nkamanderivate bei Zellen mit
intakten Mitochondrien. Die Umwandlung in Formazamdate l|asst sich im
Photometer quantifizieren. In diesem Fall diente B&4U-Test zur Messung von
Unterschieden in der Proliferationsgeschwindigkeih Panc-1 Zellen, die stabil mit
unterschiedlichen Mutanten degRl transduziert waren.

Es erfolgte die Aussaat von 2 x*1Bellen pro Well einer 96-Well-Platte. Insgesamt
wurden vier 96-Well-Platten mit Zellen beschiclka, die Messung der Proliferation alle
zwei Tage, insgesamt Uber sechs Tage erfolgte. jEden Klon wurde eine
Sechsfachbestimmung durchgefihrt. Am jeweiligen Ty Messung wurde das
Substrat des EZ4U-Kits in 2,5 ml Aktivatorlosundggalost und 10 pl der Losung zu
100 pl Zellkultur pro Well pipettiert. Nach einenkubation von 4 h bei 37°C im
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Brutschrank wurde die Platte kurz geschittelt umgthlielRend die Absorption bei 450
nm im Mikrotiterplatten-Photometer (OpsysMR) geneess(620 nm diente als
Referenzwellenlange).

Die Absorption eines Blindwertes (Substrat ohndefglwurde von den Messwerten

abgezogen.

3.2 Isolierung und Analyse von Proteinen

3.2.1 Gewinnung von Gesamtprotein mittels 1x SDS-fer

1 x SDS Probenpuffer: 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2% SDS
10% Glycerin
IMDTT
1M NaF
0,01% Bromphenolblau
auf 20 ml mit ddkD auffiillen

Bei Erreichen einer Konfluenz von mindestens 80%den die Zellen in den jeweiligen
Wells oder Kulturflaschen mit PBS gewaschen, inub(24-Well) bis 350 pl (T-75) 1x
SDS-Puffer lysiert und die Lysate in 1,5 ml Gefalberfihrt. Vor Verwendung der
Lysate fur die Westernblot-Analyse (siehe Kap. 3.2.%rfolgte eine
Ultraschallbehandlung, um die DNA zu scheren. NaonbchlieRender Zentrifugation
(4°C, 13000 rpm, 4 min) wurde die bendétigte Lysatrige entnommen und die Proteine
wurden durch das anschlieRende Erhitzen auf 10QRC5f min denaturiert. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.2.2 Proteinisolierung mittels RIPA-Puffer

RIPA-Puffer: 0,1% SDS
(radioimmuno- 1% NP-40
precipitation buffer) 0,5% Na-deoxycholat

+ 1 Complete-Tablette (Protease-Inhibitor-Coitkta
auf 50 ml mit PBS aufflllen

Die jeweiligen Zellen wurden trypsiniert, pelletiaund mit PBS gewaschen. Nach
erfolgter Zentrifugation bei 4°C (13000 rpm, 4 miBjofuge fresco) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 120 pl bzwmll (6 Well bzw. 75 crh
Kulturflasche) eiskaltem RIPA-Puffer lysiert. FluredDetektion von ALK5 in den
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isolierten Tumorgeweben mittels Westernblot-Analysiehe Kap. 3.2.7) erfolgte die

Herstellung von 20 um Kryo-Schnitten mit anschliefie Lyse des Gewebes in 200-
400 pl RIPA-Puffer. Nach einer 15-minttigen Inkubatder Lysate auf Eis wurden die
Lysate fuir 30 min bei -80°C gelagert.

Nach langsamem Auftauen auf Eis wurden die Lysaselgittelt und dann bei 4°C und
13000 rpm fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstanarde in ein 1,5 ml GefaR tiberfiihrt
und entweder bei -20°C gelagert oder einer Protein&ntrationsbestimmung

unterzogen.

3.2.3 Proteinisolierung mittels IP-Puffer (Immunprazipitations-Puffer)

IP-Puffer:
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1% Triton-X-100
2,5 mM Na-Pyrophosphat
1 mMB-Glycerolphosphat
50 mM NaF1 mM Ng/O, (Natrium-Orthovanadat)
+4 Complete-Tabletten (Protease-Inhibitor-Caitkt
auf 200 ml mit ddkD auffillen

Die jeweiligen Zellen in den Wells oder in der Kuftasche wurden mit PBS
gewaschen und dann durch Zugabe von 50 pl-1 m\M@W- T-75) Puffer auf Eis far
15 min lysiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie Kap. 3.2.2 beschrieben. Die
Proteinlosung wurde einer Konzentrationsbestimmungerzogen und fir eine

Immunprazipitation (100-200 ug) verwendet oder-BeFC gelagert.

3.2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte mimdBCA™ Protein Assay Kit
(PIERCE). Die Bestimmung der Proteinkonzentraticar delllysate wurde fur die
Immunpréazipitationen (siehe Kap. 3.2.5) und die weblot-Analysen (siehe Kap.

3.2.7) bendtigt. Um &aquivalente Proteinmengen é&zese zu kdnnen, erfolgte eine
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Verdinnung der Lysate mit RIPA-Lysispuffer oder RBHer auf eine einheitliche
Konzentration (1:10). Rinderserumalbumin (BSA) deeals Standard zur Erstellung
einer Eichkurve.

Die verdinnten Proben wurden als Doppelwerte Z0jgl in die Wells einer 96-Well-
Platte pipettiert. Als Eichkurve diente eine Verdiingsreihe aus Rinderserumalbumin
(BSA) mit den Konzentrationen von 1, 0.5, 0.25,28,10.0625, 0.0312 und 0.0156
mg/ml in RIPA-Puffer oder IP-Puffer. Zu den verdtem Proben und der
Verdinnungsreine kamen 200 ul der Reagenzien AG®8a NaHCQ, BCA und
Natriumtartrate in 0,1 N NaOH) und B (4% CuS®&+0) aus dem Kit im Verhaltnis
von 50:1 hinzu. Anschliel3end erfolgte eine Inkutratier 96-Well-Platte fir 60 min bei
60°C. Die Extinktionen der Proben wurden bei 560 photometrisch bestimmt.
Anhand der Eichkurve konnten die Proteinkonzerdren der Proben mit Hilfe der
Software Revelation Quicklink Version 4.04 (DYNEXgrechnet werden.

3.2.5 Immunprazipitation

Proteine konnten aus Zelllysaten mittels der eetdpnden Antikdrper (anti-FLAG,
anti-HA oder anti-Myc, siehe Tab. 2) sowie der Aigeggen Protein-Sepharose
immunprazipitiert werden.

100-200 pg der mittels IP-Puffer (siehe Kap. 3.B&gestellten Zelllysate wurden dazu
mit dem [P-Puffer auf 500 pl aufgefillt und mit @2pg des jeweiligen primaren
Antikorpers versetzt. AnschlieBend erfolgte einekulvation der Ansatze fir
1-2 h bei 4°C auf dem Rotator und nach Zugabe v@mul2des jeweiligen Agarose-
Konjugats (Protein G Plus-Agarose, Protein A/G FAgarose oder Protein A-Agarose)
eine weitere Inkubation von 1-2 h. Nach einer flinfitigen Zentrifugation der Ansatze
bei 4°C (3500 rpm; Biofuge fresco) wurde der Ukmrdtverworfen und das Pellet mit
500 ul PBS gewaschen. Insgesamt erfolgten vier Wéabeitte, wobei das letzte Mal
mit 500 pl IP-Puffer (stringenter) gewaschen wuidach quantitativer Entfernung des
Uberstandes und Aufnahme des Pellets in 40 ul DS-Brobenpuffer erfolgte fir 5
min eine Denaturierung bei 100°C. Die Proben kamnteun mittels SDS-
Gelelektrophorese (siehe Kap. 3.2.6) und anschigdde WB-Analyse (siehe Kap.

3.2.7) untersucht werden.
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3.2.6 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Pgge

Puffer:
Sammelgel: 0,334 ml Acrylamidlésung (30%)
0,25 ml 0,5M Tris pH 6,8 (HCI)
0,02 ml 10 % (w/w) SDS
0,02 ml 10 % (w/w) Ammoniumpersulfat (APS)
1,4 ml HO
2 ul TEMED
Trenngel (10%ig): 2 ml Acrylamidldsung (30%ig)
2,24 ml 1,5 M Tris pH 8,8 (HCI)
0,060 ml 10% (w/w) SDS
0,040 ml 10% (w/w) APS
1,74 ml HO
4 ul TEMED
10 x SDS PAGE-Laufpuffer: Roth, Karlsruhe
1% (g/v) SDS; 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin

2 x SDS Probenpuffer; 125 mM Tris-HCI (pH6,8)
(LAmmli-Puffer) 100 mM DTT
4% SDS
0,02% Bromphenolblau
20% Glycerin

Die analytische Gelelektrophorese von Proteinerolggd mit selbstgegossenen
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen. NachyRwarisierung des Sammelgels
wurde die Elektrophoresekammer (Mini-Protean® X&tphoresis Cell, Bio-Rad) mit
1 x SDS PAGE Laufpuffer gefillt. 20-30 pl der Zg#late oder 20 upl der
Immunprazipitate, die zuvor fur 5 min auf 100°C &thivurden, konnten nun auf das
Gel aufgetragen werden. Von den mittels RIPA- olfePuffer isolierten Proteinen
wurden 10-20 pg mit 1 x Lammli-Puffer versetzt, akemiert und auf das Gel
aufgetragen. Als Molekulargewichts-Marker diente BenchMark von Invitrogen. Zu
Beginn erfolgte die Elektrophorese bei 20 mA. Ndeim Eintritt der Proteine in das
Trenngel wurde die Stromstarke auf 40 mA erhohtciNalem Austreten der

Bromphenolblau-Bande aus dem Gel war das Endeldkir&phorese erreicht.
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3.2.7 Westernblot (WB)-Analyse (Elektroblot)

Puffer:
10 x PBS (PBS Dulbecco) Biochrom AG
(Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)
200 ml Tris 1M, pH 7,5
81,82 g NaCl (1,4 M)
ad 1 1ddHO
Transfer/Blotting-Buffer:
500 ml Methanol (100%)
0,025 M Tris (Trizma Base)
0,2 M Glycin
auf 2,5 | mit ddkD auffiillen

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamaygelerfolgte auf eine
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran, Millore). Die PVDF-Membran
und das Whatman-Papier wurden auf die bendtigte ésroildeschnitten, die Membran
in Methanol aktiviert und mit Transfer-Puffer adgoilert.

Fur den Transfer, der fiir 120 min unter konstan&romfluss bei 1 mA/cmGelflache
und Kihlung mittels Eiswassers erfolgte, wurde Nasi Trans-Blot Transfer Cell-

System (Bio-Rad, Minchen) verwendet.

Immunfarbung

Nach dem Blocken proteinfreier Membranareale durdcikubation mit einer

Blocklésung (PBS-T-Puffer mit 5% fettfreiem Milchpel; mindestens 1 h bei RT)
erfolgte eine Inkubation der Membran mit dem jeigeth Priméarantikorper Uber Nacht
bei 4°C oder fur 1-2 h bei RT. Die Primarantikbrpgarden in unterschiedlichen
Verdinnungen mit PBS-T (PBS mit 0,1% (v/v) Tweer) 20d 5%igem Milchpulver

oder BSA eingesetzt (siehe Tab. 2). Die Membrandeuwlreimal 5 min in PBS-T
gewaschen und mit dem jeweiligen, an Peroxidaseppekten sekundéren Antikérper
in PBS-T + 5% Milch fir 60 min unter Schatteln inkesth. Nach drei Waschvorgangen
a 5 min, wurden die an die Proteine gebundenen kémger durch eine

Chemilumineszenz-Reaktion (ECL/ECL plus-Kit, Amernrshadetektiert. Hierzu diente
ein Rontgenfilm (Hyperfiim ECL), der auf die Memhrayelegt, fir 10 sec - 1 h
belichtet und danach in einer Curix 160-Apparaf&IA) entwickelt wurde.
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3.2.8 Racl-Aktivitats-Assay

Die Racl-Aktivierung nach TGPB1-Stimulation wurde mit Hilfe des Racl-
Aktivierungskits der Firma Stressgen/Biomol gemasséerbei handelt es sich um ein
Affinitats-Prazipitations-Assay, welcher mit eineBST-Fusionsprotein (beeinhaltetet
AS 67-152 der p21 activated kinase 1 binding don(@8T-PAK-PBD)) arbeitet. Die
am besten charakterisierten Effektorproteine vonlRand Cdc42 sind die Mitglieder
der PAK Familie von 62-68 kDa grof3en Serin/Threefinasen, fur die gezeigt wurde,
dass sie bevorzugt an die GTP-gebundenen Formserdteoteine binden (Zhaegal,
1995; Benarckt al, 1999).

Fur diesen Assay wurden 2 x®1Pellen in 10 cm-Schalen auf Plastik ausgesat und a
nachsten Tag mit TGB1 zu verschiedenen Zeitpunkten stimuliert. Ansddred
erfolgte die Lyse der Zellen mit dem Lysispuffer a@esn Kit. In einigen Experimenten
wurden die Zellen vor der Lyse fur 24 h in Suspemsyehalten. Nach Zentrifugation
des Lysats wurden 750 pg des Proteinlysats fir duh einem immobilisierten
Glutathion-Scheibchen zusammen mit 20 pg GST-PAID-P@nter vorsichtigem
Schutteln bei 4°C inkubiert. Nach anschlieR3endensdien erfolgten die Elution des
gebundenen Racl durch heiBen (~ 90°C) Lammli-Puffenit 5% (v/v)
2-Merkaptoethanol) und die Untersuchungen des &ltels SDS-PAGE (siehe Kap.
3.2.6) und Westernblot-Analyse (anti-Racl-Antikgrpesiehe Kap. 3.2.7). Als
Kontrollen wurden 750 pg von jedem Lysat mit GBRoder GDP flr 15 min bei 30°C
inkubiert. Die Reaktionen wurden auf Eis durch Zweaon 60 mM MgGl gestoppt

und wie zuvor beschrieben weiter bearbeitet.

3.2.9 Ponceau-Farbung

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Memlammben aus dem Racl-
Aktivitats-Assay, siehe Kap. 3.2.8) erfolgte ein&lbung der Membran fir 5 min in
Ponceau-Rot-Farbelésung (1:10 mit d@H verdinnt), um die eingesetzten
Proteinmengen abschatzen zu kénnen. AnschlieBendewdie Membran einige Male
mit H,O gewaschen und die angefarbte Membran mit eineanrfec digitalisiert. Nach

vollstandiger Entfarbung der Membran konnte diésedfe Immunfarbungen verwendet

werden.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolierung
Die Isolierung der RNA aus den Zelllinien erfolget Hilfe peqGOLD RNAPuré”

Reagenz. Das Verfahren basiert auf einer Extragti@thode mit einer einphasigen
Mischung aus Guanidinthiocyanat und Phenol (Chomsiyund Sacchi, 1987).

Die RNA-Isolierung wurde nach Anweisungen des Hdlimts mit RNAse-freien
Materialien durchgefihrt. Die Zellen wurden zur &yis peqGOLD RNAPure-L6ésung
aufgenommen (1 ml pro 3,5 cm Schale). Nach Zugabe ;2 ml Chloroform und
kraftigem Mischen wurden die Proben fir 10 min HeIT inkubiert. Durch
anschlieBende Zentrifugation (5 min, 13000 rpmirite sich das Homogenat in drei
Phasen auf. Die obere, wassrige Phase, in ded&dRNA befand, wurde in eine neues
Reaktionsgefal transferiert und mit 0,5 ml Isopnmbpaund bei niedrigen RNA-
Konzentrationen 70 pug Glykogen (pro 1 ml peqGOLB)setzt. Nach einer Inkubation
von 15 min bei RT wurde die gefallte RNA bei 130G8m und 4°C fir 20 min
pelletiert, anschlielend zweimal mit 80%igem Ethagelaschen, kurz getrocknet,
dann in RNase-freiem Wasser gelést und die Konagotr spektrofotometrisch

bestimmt.

3.3.2 Reverse Transkription

Fur den Nachweis der Expression bestimmter GenensRNA-Ebene wurde die
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reakti@daRRR) genutzt. Die PCR (siehe
Kap. 3.3.3 bis 3.3.5) erfordert als zu untersucken&ubstrat eine DNA-Matrize.
Deshalb wurde eine reverse Transkription durchgéfainmn RNA mit Hilfe einer RNA-
abhangigen DNA-Polymerase in komplementare DNA (8PNmzuschreiben. Diese
Umschreibung wurde mit dem SuperSciibil-RNase H-Reverse Transkriptase-Kit
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers durchggfiPro Reaktion wurden jeweils
2-5 ng gesamt-RNA eingesetzt. Die letztendlich ikeha 20 pul cDNA-L6sung enthielt
das Template fur die PCR und wurde mit d@Hauf 100 ul aufgefullt. Die Lagerung
der cDNA erfolgte bei -20°C.

3.3.3 ,Standard endpoint* PCR (Polymerase Chain Reaion)

Die PCR wurde in Thermocyclern der Firma Bio RadyQyicler™ thermal cycler)
durchgefuhrt. Die PCR diente der exponentiellen Afikption von spezifischen
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cDNA-Fragmenten fur die Klonierung oder fir anaghe Zwecke, z.B.
semiquantitativen Expressionsanalysen. Als Templatenten cDNA und isolierte
Plasmid-DNA. Fur Standard-PCRs wurde die Tag-Pobhase (Invitrogen) verwendet,
wahrend fur PCRs, deren Amplifikate fir Klonierunggenutzt wurden, haufig die
Turbo-Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene) eingesetzdejuda sie eine 3>5’-Proof-

reading-Aktivitat besitzt. Der Abschnitt, den dieinfer (Ansatzstellen der jeweiligen

Polymerase) beidseitig flankieren, wird in jedenkldg der Reaktion verdoppelt.

Ein Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Hitzedenaturierung der doppelstrangigen DNA (94°C).

2. Anlagerung (Annealing) der Primer an die Einzelsggi bei einer
primerspezifischen Temperatur

3. Synthese der komplementaren DNA-Doppelstrange @aton) (72°C).

In der Regel wurden zur spezifischeren Bindung Beimer und zur starkeren
Amplifikation ,touch-down“-PCRs (siehe Tab. 6) dbgefuhrt. In diesem Programm
wurde mit einer Annealing-Temperatur begonnen, GfCliiber der Schmelztemperatur
(Tm) der Primer (siehe Kap. 2.10) lag. Nach jedeitteth Zyklus wurde die Temperatur
um 2°C gesenkt, bis die primerspezifische Annealiagiperatur erreicht war, welche
5-10°C unter der Tm der Primer liegt (siehe Stagolergramm, Tab. 6). Damit es nicht
schon vor der PCR-Reaktion zu einer unspezifiscBardung der Primer an das
Template kommen konnte, wurden die Ansatze (sighadardansatz) zunachst fur 1
min auf 80°C erhitzt, bevor die Primer (jeweils @@ol) und das Template (cDNA, die
aus 50-100 ng eingesetzter RNA synthetisiert wurdayegeben wurden. Zur

Verhinderung der Kondensation wurden die PCR-Amsitit Ol (iberschichtet.
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Tabelle 6: ,touch-down“-PCR-Standardprogramm:

Zeit Temperatur
1 min 80°C
Zugabe von Primern und Template
Denaturierung 3 min 95°C
Nach jedem 32yklUS wird die Denaturierung 1 min 95°C
Annealing-Temp., die anfanglic 10°C Uber der primerspes
10°C Uber der primerspezifischen  Annealing 1 min derp pes
) : A Anneling-Temp.
Annealing-Temp. liegt, um 2°C - .
reduziert Elongation 2 min 72°C
30 Zyklen Denaturierung 1 min 95°C
(fur semiquantitative : ) ) " o
Bestimmungen auch weniger, je Annealing 1 min Primer-Tm -5° bis 10°C
nach Expressionsstarke des zu Elongation 2 min 7900
untersuchenden Gens)
Verl. . R
Elongationsschritt 10'min 72°C
Kuhlen ~ 10°C

Reaktionsansatz fur analytische Zwecke:

In ein 0,2 ml Reaktionsgefal? wurden fir einen 50Rg@éktionsansatz folgende
Komponenten pipettiert:

Standard PCR-Ansatz:

50 pl Ansatz 5 pl 10x Reaktionspuffer der Polymerase (ohné€i)g
1,5 pul 50 mM MgdGl
5ul 10 mM dNTPs
0,5 pl Tag-Polymerase (5U/ul; Invitrogen)
auf 50 pl mit HO ad injectabilia auffillen

10 x Puffer: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4)
500 mM KCI

Die Produkte wurden durch eine Agarosegel-Elekioopbe (siehe Kap. 3.3.6)
aufgetrennt und sichtbar gemacht.

Amplifikation der Inserts fir die Klonierungen

Zur Amplifikation der Inserts (Racl-WT und Racl-Qplfur eine anschlieRende
Klonierung wurde die Turbo-Pfu-DNA-Polymerase vdarafagene eingesetzt, da dieses
Enzym eine 3-5’-Proof-reading-Aktivitat besitzt.
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Als Matritze dienten cDNAs von Panc-1 (Racl-WT) uher Vektor pRK5F-Myc-
Racl-Q61L (Gabe von G.M. Bokoch, siehe Kap. 3.478). die Amplifikation (PCR-
Programm siehe Tab. 7) des DNA-Fragments fir RadlwAirden Primer verwendet,
die Start- und Stopp-Codon fir Racl enthielten, dess der komplette offene
Leserahmen amplifiziert werden konnte (siehe KapOR Nach Gelelektroelution der
Amplifikate (siehe Kap. 3.3.7) erfolgte eine “bluemid“-Klonierung (siehe Kap. 3.4) in
die multiple Klonierungstelle des Vektors pcDNA3e{® Kap. 2.12), der zuvor mit
EcdRV (siehe Kap. 2.12.1) geschnitten worden war. Bufagabe vorEcaRrV (1 U) in
die Ligationsreaktion wurde sichergestellt, dassnén geniigend Vektormolekile zur
Ligation (siehe Kap. 3.4.2) mit dem Insert vorhamderen.

Im Fall von Racl-Q61L wurde auch eine ,blunt-endtiierung durchgeftihrt. Als
Template fur Racl-Q61L diente das Plasmid pRK5FHRgcl-Q61L. Die
Amplifikation von Myc-Racl-Q61L erfolgte mittels MY-Primer und dem Racl-
revers-Primer (siehe Kap. 2.10). Nach Elektroelu{mahe Kap. 3.3.7) der Amplifikate
erfolgte auch hier die Ligation des Inserts in deit ECORV geschnittenen Vektor
PCDNAGS.

Reaktionsansatz:

50 pl Ansatz 50-100 ng Template (cDNA)
5 ul 10 x Puffer
10 pmol Primer |
10 pmol Primer I
5ul 10 mM dNTPs
1 pl Pfu-Turbo Polymerase (2,5 U/ul; Stratagen
auf 50 pl mit ddBD auffullen

10 x Puffer. 200 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C)
100 mM KCI
100 mM (NH)2SQ,
20 mM MgSQ
1.0% Triton® X-100
1mg/ml Nuklease-freies BSA.
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Tabelle 7: PCR-Programm fur die Pfu-Turbo-Polymera®

Zeit Temperatur
Denaturierung 2 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C
30 Wiederholungen (je Annealing 30 sec Tm-5°C
nach Expressionsstarke 1 min fur Fragmentel
des Gens) . kb
Elongation 72°C

1 min pro kb fir
Fragmente > 1 kb

Verl. . R
Elongationsschritt 10 min 72°C
Kihlen ~ 10°C

3.3.4 ,Real-time“-RT-PCR

Die Messungen wurden mit dem iCycler IQ von Bio Rhdchgefihrt. Die ,Real-
time“-PCR dient der quantitativen Expressions-Asalywon Genen. Dabei wird die
unterschiedliche Emission von freiem und an DNA uyetenem Sybr-Green (I8
Sybr® Green Supermix, Bio Rad) ausgenutzt. Bei @&#ongation lagert sich
kontinuierlich SYBR Green in die kleine Furche desDNA ein, wodurch die Gesamt-
Fluoreszenz-Intensitat ansteigt. Die Fluoreszensddeg am Ende jedes Zyklus der
PCR dokumentiert den Mengenzuwachs an amplifiziétéA. Je mehr cDNA in der
Probe vorliegt, desto weniger Zyklen sind nétigs sich das Fluoreszenzsignal
statistisch signifikant vom Hintergrund abhebt ueidh bestimmter Amplifikations-
Schwellenwert Cerreicht wird (Gibsoret al, 1996; Freemaat al, 1999). Da die DNA
wéahrend der exponentiellen Phase der PCR, in demekeimitierenden
Reaktionskomponenten vorliegen, quantifiziert wikgnn im Gegensatz zu anderen
Verfahren eine wesentlich héhere Prazision erziefrden. Zum Ausgleich von
Ungenauigkeiten, die durch Pipettierfehler entstetkénnen, wurden Doppel- bis
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt

In dieser Arbeit wurde eine relative Quantifiziegurdurchgefiihrt, wobei die
Transkriptmenge eines spezifischen Gens in besemntansfizierten/transduzierten
Zellen relativ zu den jeweiligen Kontrollen (Leekter, WT-Zellen) bestimmt wurde.
Weiterhin wurden die erhaltenen Werte fur die mRK@éazentrationen der
untersuchten Gene auf die von nicht regulierten eBerf,housekeeping-gens*)
normalisiert. Als unter den experimentellen Bedirggm nicht regulierte Gene wurden

B-Aktin und das ,TATA-box binding protein“ gewahlam Ende einer Amplifikation




Material und Methoden 41

wurde durch den iCycler eine Schmelzkurve der P@RHikte erstellt, womit die
Spezifitat der Reaktion Uberprift werden konntei 8@er Schmelzkurve wird die
Temperatur, beginnend bei 55°C, alle 30 Sekunden QUBIC erhoht. Far die
Messungen wurde der 19 Sybr® Green Supermix der Firma Bio Rad verwendet,
die ,hot-start® DNA-Polymerase iTaq enthalt. Die pggumixmenge wurde nach
Herstellerangaben 1:2 verdinnt und in einem Reagwiolumen von 2%l eingesetzt.
Pro Reaktionsansatz wurden 50-100 ng Gesamt-cDN@iV@lent zur eingesetzten
RNA-Menge) sowie 10 pmol von jedem Primer (siehg@.K210) eingesetzt und die
Reaktion nach dem in Tabelle 8 gezeigten Schemehdafihrt. Die Elongationszeiten
sind abhangig von der jeweiligen GrofRe des zu syisierenden Fragments, welche

durch die Position der Bindungsstelle fur die Prinergegeben ist (1000 bp/ Minute).

Tabelle 8: RT-PCR Standardprogramm

Zeit Temperatur
3 min 50°C
Denaturierung 3 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C
30-50 Wiederholungen Annealing 30 sec Primerspezilfgs::(? : Tm - 5° bis
Elongation variabel 72°C
Verl. Elongationsschritt 10 min 72°C
Schmelzkurve
(optional), 80 40 min alle 30 sec + 0,5 °C
Wiederholungen
Kihlen ~ 10°C

Auswertung der Echt-Zeit-PCR

Am Ende der PCR-Reaktion lie3 sich aus den aufgemmn Gesamtkurven die
sogenannte exponentielle Phase bestimmen, die Pimasler die Fluoreszenz durch
interkalierenden Farbstoff stark ansteigt. Um degiBn der exponentiellen Phase zu
messen, wird haufig der +@Vert (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus")
verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem dierBszenz erstmalig signifikant tber
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

Als Quantifizierungsmethode wurde die sogenamit€:-Methode gewahlt, bei der die
Menge eines spezifischen Transkripts (S) in zwebPn relativ zueinander unter

Verwendung der nachfolgenden Formeln bestimmt wuldie erster Schritt erfolgt die
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Normalisierung der gemessenepWerte auf die der ,housekeeping“- Gene. Dazu wird
zunachst die Differenz der+-@/erte ACt) von (S) undp-Aktin/“TATA-box binding
protein“ (H) fur nicht stimulierte Proben oder aug€bntrollen (Proben aus WT-Zellen
oder aus mit dem jeweiligen Leervektor transduereiZellen) ACw) und stimulierter
Probe ACts) gebildet:
1.) ACw= CG(S) — G(H)
2.) ACis= G(S) — G(H)
Weiterhin wird die Differenz dieseYCt-Werte gebildetAACt= ACu— ACts
ACw entspricht dabei der Differenz in, @ir spezifisches Gen zu den ,housekeeping*“-
Genen fur die nicht stimulierte Probe oder Konagol\Cts ist die entsprechende
Differenz fur die stimulierte Probe. Die Expressaes spezifischen Transkripts S in der
unbehandelten Probe relativ zur stimulierten Pegigébt sich als:
Relative Expression =2*“! | wobei von der Annahme ausgegangen wird, dass
die Effizienzen fur die verschiedenen Primerpaely sind.

3.3.5 Kompetitive PCR

Das Prinzip der kompetitiven PCR beruht auf der ifplifikation einer unbekannten
Menge der zu quantifizierenden cDNA (Target-DNA)dueiner als Vergleichsgréf3e
fungierenden Standard-DNA bekannter Konzentratidofgrund des Verhaltnisses
(Endmenge von Target-DNA + Endmenge von Standaré&BN100%) und durch

Kenntnis der eingesetzten Standard-DNA-Menge ise eelative Bestimmung der
Ausgangsmenge an Target-DNA mdglich. Zur Erhéhuelg@enauigkeit der Messung
wurde eine Standard-Verdinnungsreihe eingesetzt.

3.3.5a Herstellung des jeweiligen internen Standard

Diese Methode fand fir die Semiquantifizierung d&RNA von BGN, PAI-1 und
GAPDH mit Hilfe von Prof. H. Ungefroren Verwendurigir BGN wurde eine interne
Standard-DNA von 386 bp konstruiert (Chet al, 2004). Die Standard-DNA fur
PAI-1 wurde mittels PCR hergestellt. Mit Hilfe emklybrid-sense-Primers (Nukleotide
357-378 gefolgt von den Nukleotiden 588-610 (si&lag. 2.10)) und des antisense-
PAI-1-Primers (siehe Kap. 2.10) wurde ein Produd®9( bp) amplifiziert, dessen
Vervielfaltigung in einer zweiten PCR-Reaktion rdgn sense- und antisense-Primern
fur PAI-1 erfolgte.
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Der Standard fur GAPDH wurde in einer PCR-Reak#gnthetisiert, in der, mittels des
antisense-Primers fir GAPDH (siehe Kap 2.10) undesiHybrid-sense-Primers
(Nukleotide 358-378 und 439-457 der GAPDH-cDNAg dimplifikation eines 146 bp
grof3en Fragments erfolgte, welches wiederum mitsgeise- und antisense-Primern fur
GAPDH in einer zweiten Reaktion vervielfaltigt werd Mittels Agarosegel-
Elektrophorese (siehe Kap. 3.3.6), Gelelektroeluti¢giehe Kap. 3.3.7) und
anschlieBender Fallung (siehe Kap. 3.3.8) erfaliigeAufreinigung der PCR-Produkte

und anschlieBende Konzentrationsbestimmung (sielpe %3.9).

3.3.5b PCR und Auswertung

Mehrere kompetitive PCR-Reaktionen (Programm, si&lag. 3.3.3) mit gleichen
cDNA-Mengen (entsprachen 100-200 ng RNA) aber soteedlichen Mengen an
Standard wurden parallel durchgefthrt. Zur Ermittyuler Target-cDNA-Konzentration
wurden mehrere serielle Verdinnungen der StandaMiAc (Grobtitration und
anschlie3ende Feintitration; 0.9, 0.8, ....; 0.0080...usw.) eingesetzt.

Damit die Reaktionen in der exponentiellen Phasndet werden konnten, wurde eine
niedrige Anzahl an Zyklen gewéhlt: 16 Zyklen fur BG&nd 10 Zyklen fur PAI-1 bei
einer Annealing-Temperatur von 59°C, so dass die plAkate gerade mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden konnten. iNa&wftrennung der PCR-
Produkte mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehap.K3.3.6) und nachfolgender
Farbung mit Ethidiumbromid erfolgte die Quantifiziag durch eine densitometrische
Auswertung der Bandenstarke mit Hilfe der NIH Im&ydtware (Version 1.62). Durch
einen Vergleich der Bandenintensitaten (gleicherisitdt der Banden von Target und
Standard) konnte so die Konzentration der TargédADermittelt werden (siehe
Abb.7).

Es wurden mehrere PCRs durchgefihrt, um mit Hike 8tandardverdinnungsreihe
den Aquivalenzpunkt (Entstehung von gleichviel Riddan Standard- und Proben-
DNA) der DNAs bestimmen zu kdnnen. Die relativenri&/dir die BGN- und PAI-1-
RNA-Konzentrationen wurden auf die cDNA-Spiegel VGAPDH normalisiert. Far
jedes Stimulations-Experiment erfolgte die Durchiiily zweier unabh&ngiger
kompetitiver RT-PCR-Assays.
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BGN
Standard

(untere Bande)

PAI-1
Standard

(untere Bande)

GAPDH
Standard

(untere Bande)

1 0,5 02 1 0,6 05 ... 0,2

Rel. Standardverdiinnung (x 10-%)

Abb. 7: Beispiel der kompetitiven PCR fir BGN, PAI-l-und GAPDH nach TGF$1-
Behandlung. Mittels Gelelektrophorese konnte nach Koamplifikatder Target-cDNA und der
jeweiligen Standard-cDNA (jeweils die untere Bandk® Konzentration der Proben-cDNA vor und
nach TGFB1-Behandlung abgeschatzt werden (siehe rote Zjffem diesem Punkt waren die
Bandenintensitaten gleich stark. Nach 24-stind@ghandlung mit TGB1 konnte eine deutliche
Induktion der BGN-mRNA (20-fach) sowie auch der PAMRNA (10-fach) in den Panc-1-Zellen
beobachtet werden. Das Haushaltsgen GAPDH wurder wdégn gewahlten Bedingungen nicht
reguliert.

3.3.6 Agarosegel-Elektrophorese

50 x TAE-Puffer: 224 g Tris base
(Tris-Acetat-Puffer) 57,1 ml Eisessig
37,2 g EDTA
ad 11ddHO

6 x Probenauftragspuffer:
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

30% Glycerin in Wasser

Ethidiumbromidlésung: 1% (w/v) in Wasser

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GriMéede eine Gelelektrophorese
mit 1-2%igen Agarosegelen durchgefiihrt. Dieses atedn wurde sowohl zu
analytischen als auch zu praparativen Zwecken saige wie z.B. der Analyse eines

Restriktionsverdaus bzw. zur DNA-Charakterisierunigr Uberprifung von PCR-
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Produkten, der Qualitatskontrolle von DNA, sowie B®lierung von DNA-Fragmenten
fur Klonierungen und der Kontrolle von RNA-Trangken.

Zum Vergleich der DNA-GrolRen auf dem Gel wurdemdgadisierte GroRenmarker
verwendet (1 kb Marker, Fermentas; Marker VI, Reg Die Agarose wurde in 1 X
TAE durch Aufkochen geldst, mit Ethidiumbromidlogu(% w/v in Wasser) in eine
Agarosegelkammer gegossen und der Kamm blaseniggsetzt. Nach dem Ausharten
der Agarose wurde das Gel in die mit TAE gefillilekirophoresekammer eingelegt
und die Taschen wurden mit den mit 1/6 Volumen Ruph#er vermischten DNA-
Proben beflllt. Die elektrophoretische Auftrennntplgte bei einer Spannung von 10
Volt pro 1 cm Gellange. AnschlieBend wurde die DMdit dem interkaliertem
Ethidiumbromid durch UV-Bestrahlung, mittel eine¥/ransilluminators (Herolab)

sichtbar gemacht und fotografiert.

3.3.7 Isolierung von DNA aus Agarosegelen mittelsl&ktroelution

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus AgarosegetBente der Aufreinigung
spezifischer DNA-Fragmente. Dieses wurde unter ¥adung der Elektroelution mit
Hilfe einer Elektroelutionskammer (Elutr&pectroelutionSystems von Schleicher und
Schull)durchgefihrt.

Bei der Elektroelution werden geladene Molekulecugin elektrisches Feld aus einem
Elektrophoresegel herausgelost. Nach der Auftrenraderg DNA durch Agarosegel-
Elektrophorese wurde der Gelabschnitt, welcher NA von Interesse enthielt,
herausgeschnitten und in die Elutionsvorrichtuntegje In der verwendeten Biotrap
erfolgte die Separation innerhalb einer von zweindeanen (die erste ist DNA
permeabel, die zweite nicht) begrenzten Kammerhbiam die DNA in die gebildete
Sammelkammer gewandert war, konnte das Eluat aeserdiKammer abpipettiert
werden. Die Elution erfolgte in demselben Puffen, dem die urspringliche

Gelelektrophorese stattfand.

3.3.8 Konzentrierung und Reinigung von Nukleinsaure

3.3.8a Phenol/Chloroform-Extraktion

Im Anschluss an bestimmte Praparationen von Plaf@iNA- bzw. enzymatische
Umsetzungen war die Abtrennung oder Inaktivierurgrblrebener Proteine oder

Enzyme durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion goti
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Die DNA-L6sung wurde auf 100 pl mit dd@ aufgefillt und mit Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (24:23:1) versetzt. Nach Mischen utehtrifugieren (13000 rpm, 2
min) wurde die obere wassrige Phase in ein neuemlilGefald tberfuhrt und einmal
mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiitein das Phenol zu entfernen. Im

Anschluss daran erfolgte eine Ethanolfallung.

3.3.8b Alkohol-Féllung

Zur Konzentration von DNA-L6ésungen oder auch nacher®l/Chloroform-
Extraktionen wurden Alkohol-Fallungen durchgefulikfterfir wurde die DNA-LGsung
mit 0,7 Volumina Isopropanol oder 0,1 Volumen 3 NMithumacetat (pH 7,0) und 3
Volumen eiskaltem Ethanol versetzt und gut verntigdach Inkubation fir mindestens
1 h bei -20°Cunter Verwendung von Ethanol (RT bei Isopropanobrde die
ausgefallene DNA durch Zentrifugation (13000 rpn®, @in, 4°C) pelletiert. Das
erhaltene Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol gewasclerneut zentrifugiert (13000
rpm, 10 min, 4°C) und der alkoholische Uberstantfeent. AnschlieRend wurde das

Pellet luftgetrocknet und in 4@ oder TE-Puffer aufgenommen.

3.3.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Fur einige der durchgefiihrten gentechnischen Agbeliritte war es notwendig, die
Konzentration von doppelstrangiger (ds)DNA und YIWA in wassrigen Losungen zu
bestimmen. Dazu wurde die Absorption von Nukleinséawei einer Wellenlange von
260 nm genutzt. Eine optische Dichte von 1.0 b& 86 entspricht dabei etwa einer
DNA-Konzentration von 50 mg dsDNA/mI, 40 mg/ml| Eatgtrang-DNA oder RNA
oder 20 mg/ml fir Oligonukleotide. Die Messungen it Wasser verdiinnten Proben
(1:80) erfolgten in Quarzkiivetten an einem Spefitralometer (Smart SpEt3000).

3.4 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung eines PCR-Produktes ist es erforclerdie amplifizierte Sequenz in ein
Plasmid zu ligieren. Dieses Plasmid wird dann nadmsformation in Bakterien in
hoher Kopienzahl produziert. Nach Isolierung uneéhi®eing der Plasmid-DNA aus den

Bakterien wird diese durch Transfektion in eukaigate Zellen eingebracht.
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3.4.1 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonuklesen

Die DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen (si&ap. 2.11) in dem jeweiligen,

vom Hersteller angegebenen Puffer restringierts@&ie/erdau der dsDNA diente der
Vorbereitung von Insert und Vektor fur LigationdtBanen (siehe Kap. 3.4.2). In der
Regel wurden Doppelspaltungen mit einem oder zweischiedenen Enzymen
durchgefuhrt; das Reaktionsvolumen betrug 20 pl.

Ein typischer analytischer Restriktionsansatz blggeinde Zusammensetzung:

0,5-3 pg DNA

2,0 pl 10 x Restriktionsendonukleasepuffer
1 pl Restriktionsenzym (10 Units)

(1 pl Restriktionsenzym 2 (10 Units))

auf 20 pl mit ddBO auffillen

Der Ansatz wurde 1-2 h oder 4. N. bei 37°C inkubiénschliel3end erfolgte eine
Reinigung der DNA Uber eine Phenol/Chloroform-Ekti@n (siehe Kap. 3.3.8) oder,
nach Zugabe von einem Finftel des Volumens destReaknsatzes an Auftragspuffer,
eine Aufreinigung Uber ein Agarosegel (siehe Kaj.63. Weiterhin wurde durch
Verwendung von Restriktionsenzymen (siehe Kap 2dig) Klonierung Uberprift,
beispielsweise indem das DNA-Stlck (Insert) wiedgnbsgeschnitten und seine Grol3e

mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe Kap. 3.8o@rpruft wurde.

3.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligations-Puffer: 1 x: 50 mM Tris-HCI
10 mM MgC}
10 mM DTT
1 mM ATP
25 pg/ml BSA
pH 7,5

Der Klonierungsvektor und das Insert wurden vor Hajation, in der die DNA-
Fragmente mittels der T4-DNA-Ligase zusammengefigtirden, mit den
entsprechenden Enzymen geschnitten und gereinighe(sKap. 3.3.8). Fur die

Ligations-Reaktion wurde ein molares Vektor/InSéerhaltnis von 1:3 gewahlt.
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Ligationsansatz: X Ul Vektor-DNA
y pl Insert-DNA
1 pl T4-DNA-Ligase
2 ul 10 x Ligationspuffer; auf 20 pl mit ddH20 dilfén

Es erfolgte eine Inkubation G. N. (16 h) bei RT.eDiigationsansatze wurden
nachfolgend fur eine Transformation von kompeteriercoli Top10F (Invitrogen)
verwendet.

Im Fall der Klonierung von pRacl-Q16L-cDNA3 (sielkap. 3.3.3) wurde das
RestriktionsenzynEcoRV direkt zu dem Ligationsansatz dazugegeben, dadfitdie
Dephosphorylierung des geschnittenen Vektors Jetic werden konnte, die
normalerweise bei  blunt-end-Klonierungen  durchgdfihwird, um eine
Rezirkularisierung des Vektors zu unterbinden. Esikd im Ligationsansatz zu einer
Anreicherung der Plasmid-Insert-Kombination, dander Ligation keine Schnittstelle

mehr furEcoRV vorhanden ist.

3.5 Arbeiten mit Bakterien

3.5.1 Kultivierung von E. coli

Die Lagerung der kompetentdfr coli Bakterien (ToplOF’, Invitrogen) erfolgte bei
-80°C. Fur die Vermehrung vda coliwurden LB-Medium und LB-Agar-Kulturplatten
verwendet. Bakterien, die Plasmide aufgenommen ematt besallen eine
Antibiotikumresistenz und konnten durch Zugabe pwgeiligen Antibiotikums zum
Nahrmedium selektiert werden. Das Antibiotikum Amriin hatte eine
Arbeitskonzentration von 100 pg/ml.

Flissigkulturen wurden, falls nicht anders angegebe LB-Medium unter Zusatz des
fur die Klone geeigneten Antibiotikums angesetae Mkubation erfolgte, sofern nicht

anders angegeben, U.N. bei 37°C und ca. 200 rp8chrittelinkubator.

3.5.2 Transformation vonE. coli

20 ul transformationskompetente Bakterien wurddrEasiaufgetaut. Nach Zugabe von
Plasmid-DNA oder dem vollstdndigen Ligationsansatiolgte eine Inkubation der
Zellsuspension fir weitere 30 min auf Eis. Ansdbdied wurde der Ansatz fir 30 sec

auf 42°C erwarmt, fir 2 min auf Eis inkubiert undnd pro Ansatz 100 pl SOC-
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Medium (Invitrogen) zugesetzt. Nach einer Inkubaton 1 h bei 37°C unter Schiitteln
(350 rpm, Thermomixer) wurden die transformierteaki®rien auf antibiotikahaltigen
LB-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht beC3®i Brutschrank (Binder) oder in
20 ml antibiotikahaltigem LB-Medium in einem 50 Rbhrchen im Schuttelinkubator
bei 37°C inkubiert. Zur Uberpriifung der sense-Oi@unnhg oder auch der Korrektheit
des Inserts in den Expressionsplasmiden wurderele@zZlone von den Agarplatten
gepickt und mittels ,,Colony“-PCR untersucht (siehegpK3.5.3).

3.5.3 ,Colony“-PCR

Zur Uberprifung der Klonierung (Orientierung undGe des Inserts) fand die Methode
der ,Colony*-PCR Verwendung. Dazu wurden einzelnakt®rienkolonien von LB-
Platten abgenommen, in 2Q0 sterilem Wasser suspendiert und 10 min bei 100°C
aufgekocht, um die Plasmide der PCR zuganglich achen. Danach erfolgte eine
Standard-,touch-down“-PCR (siehe Kap. 3.3.3) mitsechiedenen Kombinationen von
den entsprechenden Primern des im Plasmid einggfi@enes und Plasmid-internen
Primern (z.B. Primer fur die T7-oder Sp6-BereichegpcDNA3). Die PCR wurde mit
Agarosegel-Elektrophorese (siehe Kap. 3.3.6) ausgety

3.5.4 Plasmidpraparation mit dem Qiagen Miniprep Ki (QlAprep Spin Miniprep)

Die Isolierung der Plasmid-DNA atscoli Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin
Miniprep Kits der Firma Qiagen nach Angaben desstédlers.

Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde ans@died photometrisch bestimmt
und ein Restriktionsverdau (siehe Kap. 3.4.1) nabh dir das konstruierte Plasmid
spezifischen Restriktionsenzymen durchgefihrt. étt Agarosegel-Elektrophorese
(siehe Kap. 3.3.6) fand eine Kontrolle der Grol3eFdtagmente statt.

3.6 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion der Zellen mit Plasmiderfolgte mit Hilfe von
kationischen Lipiden (Lipofectamifi& Plus). Diese Lipide bilden mit der DNA einen
Komplex, wodurch deren negative Ladung maskierdwdie so entstandenen DNA-
Liposomen-Komplexe werden auf die Zellen aufgebrashd fusionieren mit der
Zellmembran. Der Inhalt der Komplexe gelangt duraddzytose ins Zellinnere.
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Fur transiente Transfektionen mit anschlieRendendmprazipitation (siehe Kap. 3.2.4)
wurden im Falle von Panc-1 2 x“Pellen/cnfin 10 cm Schalen, fiir Luziferase-Assays
(sieche Kap. 3.7) 1 x foZellen pro Well einer 96-well-Platte ausgesét. INac
24 h (die Zelldichte betrug 60-80%) wurden die &ellserumfrei mit verschiedenen
Vektoren mittels Lipofectamine Plus (Invitrogen) ttansfiziert.

Die Transfektionsansatze wurden entsprechend depfdiilangen des Herstellers

angesetzt.

Transfektion mittels Lipofectamine Plus
Ansatz | 0,2 ug DNA/cr, 0,5 pl Plus/crhund 10 pl RPMI (pur)/cfa
Ansatz It 10 pl RPMI (pur)/crfy 0,75 plicm Lipofectamine

Die Ansétze | und Il wurden jeweils gut gemischtldiir 15 min bei RT inkubiert. Im
nachsten Schritt erfolgte die Vereinigung der beidensatze, welche nach einer
weiteren Inkubationszeit von 15 min bei RT auf B6(96-Well: 50 pl) mit RPMI (pur)
aufgefullt wurden. Wéahrendessen wurden die Zellersexumfreiem RPMI gewaschen.
Anschlie3end erfolgte die Zugabe der Transfektiosgtze zu den Zellen. Nach einer
Inkubation von 3-5 h im Brutschrank wurden die Amséentfernt und die Zellen fir 24
h mit normalem Wachstumsmedium weiter inkubierte Bansfizierten Zellen fur die
Immunpréazipitationen sollten anschlielRend mit TE@Fbehandelt werden. Aus diesem
Grund erfolgte eine Inkubation fir 16 h mit seruduzdertem RPMI (0,5% FCS) im
Brutschrank. Nach der Stimulation mit T@GE-fur 1 h wurden die Zellen mittels IP-
Puffer lysiert (siehe Kap. 3.2.3), die Konzentratioestimmt (siehe Kap. 3.2.4) und
nach anti-Myc oder anti-FLAG-Immunpréazipitation gise Kap 3.2.5) mittels
Westernblot-Analyse (siehe Kap. 3.2.7) untersuBbtlten stabil exprimierende Zellen
hergestellt werden, erfolgte 48 h nach der Trangfekdie Zugabe des jeweiligen
Selektionsmarkers (im Fall von Panc-1-Racl-Q61L{pABR handelte es sich um
Geneticin (G-418)).

3.7 Luziferase-Assay

Zur luminometrischen Quantifizierung der Luziferaiddivitat von transfizierten Promotor-
Luziferase-Fusionsgenen wurde der Dual-Lucifetas@eporter Assay von Promega
Heidelberg verwendebDas Prinzip dieses Assays beruht auf der Messun@ugtonen,

die durch katalytische Oxidation des Luziferinsségthien. Es finden zwei verschiedene
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Luziferasen Anwendung: die Firefly Luziferase (Rhoas$ pyralis), die als Reporter im
verwendeten Promotor vorhanden ist, und die Rehilizferase (Renilla reniformis),
die als Kontrollreporter cotransfiziert wird.

Der Versuchsreporter spiegelt die spezifische Wigkim Bereich der Genexpression
unter den jeweiligen Bedingungen wieder. Die Ak#vi des cotransfizierten
Kontrollreporters stellt eine interne Kontrolle ddurch welche die Werte normalisiert
werden konnen. Der Luziferase-Assay wurde gemal Gldsrauchsanweisung der
Firma Promega durchgefihrt.

Fur die Luziferase-Assays wurden die Zellen in 96HvRlatten ausgesat (1 x “0
Zellen/Well) und am néchsten Tag serum-frei mitafgetamine Plus (Panc-1) (siehe
Kap. 3.6) nach Anweisungen des Herstellers mit oreeslenen cDNAs transfiziert
(meistens in pcDNA3). Es wurden gleiche molare Mengn p6SBE-Luc, pMyc-TA-
Luc oder pSmad7-Luc und dem Renilla Luziferase é&amidem Vektor pRL-TK
(Promega) verwendet (siehe Kap. 2.12.1). Jedes Wé&dam die gleiche Menge an
DNA (100 ng). In allen Reportergen-Assays wurden hiNechbestimmungen
durchgefuhrt (6-8 Wells).

In einigen Experimenten erfolgte 24 h nach der 3Jigktion eine Stimulation mit
TGF$1. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen PBS gewaschen und
anschlieBend mittels 20 pl ,Passive-Lysis-Buffeysiért. Als erstes wurde zu den
Lysaten 100 pl Reagent Il dazugegeben, uli® Lumineszenz der Firefly-Luziferase
messen zu koénnen. Im nachsten Schritt erfolgteZdgabe von 100 plStop-and-Glo*-
Puffer zu den Lysaten, welcher die Luziferase hesnomid gleichzeitig die Renilla-
Luziferase aktivierte. Die Messungen erfolgten mé@m Luminometer der Firma

Promega.

3.8 Konstruktion der verwendeten Vektoren

Fur Experimente, in denen Zellen verschiedene Ramistrukte stabil-exprimieren
sollten, mussten zunachst die Vektoren konstrwiemden. Von Racl-WT wurde der
gesamte offene Leserahmen mittels RT-PCR (siehe X3y2, 3.3.3) amplifiziert und in
den Vektor pcDNA3 ligiert (siehe Kap. 3.4.2). Fie detrovirale Transduktion (siehe
Kap. 3.9) wurde das Insert Racl-WT aus diesem Vektmittels
RestriktionsendonukleaserBgnH|/Xhd) wieder herausgeschnitten und udber eine

~Sticky-end“-Klonierung in den Vektor pBABE-puro giert, der zuvor einem
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Restriktionsverdau (siehe Kap. 3.4.1) mit den Ereyl@anH| und Sal unterzogen
wurde. Das cDNA Insert mit Myc-Tag von dnRacl (RadTN) wurde aus dem Vektor
pMyc-Racl-T17N-cDNA 3.1 herausgeschnitten (BanHI und Xhd) und in den
Vektor pBABE-puro (Restriktionsverdau nidantH| und Sal) subkloniert.

Fur das Insert caRacl (Racl-Q61L) diente der VeRR®RK5F-Myc-Racl-Q61L als
Template in der Amplifikationsreaktion (siehe K&p3.3). Das Insert wurde mittels
.blunt-end“-Klonierung in die multiple Klonierungsdle des Vektors pcDNAS3
eingefugt. Nach Transformation v@h coli Top10 mit diesen Konstrukten (siehe Kap.
3.5.2) erfolgte mittels Colony-PCR (siehe Kap. 3)5und Restriktionsverdau eine
Uberpriifung auf positive Klone, welche dann fiireeiatrovirale Transduktion oder, im
Fall von Racl-QL, fur eine stabile Transfektiontelg Lipofectamine plus (siehe Kap.

3.6) verwendet wurden.

3.9 Retrovirale Transduktion

Zur Herstellung stabil exprimierender Zellen/Klongeurden Panc-1 Zellen mit
verschiedenen Racl-Konstrukten retroviral transettizAls Negativkontrolle wurde der
jeweilige leere Vektor (pcDNA3-HA-SL, pBABE-puro)ransduziert. Um die
Vektorkonstrukte (pRacl-WT BABE-puro, pMyc-Racl-NtBABE-puro) in einen
Retrovirus (VSV-G = “vesicular stomatits virus G verpacken, wurden 293T-Zellen
mit dem jeweiligen Vektorkonstrukt bzw. dem leereNektor, einem
.verpackungsplasmid® (pKAT 1.gag/polATG), und denCMV-VSV-G Plasmid
cotransfiziert. Am Tag nach der Transfektion wuede Mediumwechsel durchgefuhrt
und der Uberstand aufbewahrt. Weitere 24 h spabente der Uberstand mit den
Retroviren geerntet und gefiltert (Filter: low pewt binding; Porengréf3e: 0,45 um)
werden.

Fur die Transduktion wurden die Panc-1-Zellen imeeiDichte von 2 x 10Zellen/6-
Well ausgeséat. Am nachsten Tag erfolgte die Zugaime2 ml Virusiberstand + 3,5 pl
Polybren pro Ansatz. 48 h spéater wurden die Ubedstaabgenommen und durch
Selektionsmedium ersetzt (RPMI + G418 oder Purom)ydNach der Selektion zur
Herstellung von Einzelklonen oder Zellpools konntdie transduzierten Zellen fir

weitere Experimente verwendet werden.
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3.10 Orthotopes Tumormodell

Die Versuche zu dieser Arbeit wurden vom zustamdigdinisterium fir Umwelt,

Naturschutz und Landwirtschaft des Landes Schilesivigtein unter dem Titel
.untersuchung der Wirkung von konstitutiv aktivenGF{1 Rezeptoren auf
Desmoplasie-Induktion und Metastasierung von humdtankreaskarzinomzellen* mit
dem Aktenzeichen V742-72241.121-7 (86-10/04) genghnbie operativen Schritte
des Tierversuches sowie die immunhistochemischemuRgen fuhrten Dr. Bodo

Schniewind und B. Kértge durch.

Tabelle 9: Einteilung der Versuchstiere

Gruppierung der Versuchstiere
18 BALBc SCID Mause

Tiergruppe Tiergruppe Tiergruppe
Panc-1-WT Panc-1-caALK5 Panc-1-caRImL45
(6 Tiere) (6 Tiere) (6 Tiere)

Die 18 fur den Tierversuch verwendeten BALBc-SCIGiude waren alle weiblichen
Geschlechts und wurden von Harlan Winkelmann (Bemgtbezogen. Alle Futtermittel,
das Wasser sowie das im Kafig ausgestreute Sdgemebken vor der Verwendung
sterilisiert. Die Inokulation der Tumorzellen ejté unter Anasthesie. Es wurden 30 pl
einer auf 4 °C gekiihlten Suspension von® Iumorzellen (von jeweils acht
verschiedenen Klonen) in Matrigel (Becton DickinsdBedford, U.S.A.) in das
Pankreas inokuliert. Zur Vermeidung von Abtropfnsédgen wurden die
Inokulationskantlen erst nach Ausharten des Mdsrigei Kérpertemperatur aus dem
Pankreas retrahiert.

Vier Wochen nach Versuchsbeginn wurden die TietéetaiCQ eingeschlafert, seziert,
der Op-situs fotografisch dokumentiert und die Tuznentnommen. Zunéchst erfolgte
eine Bestimmung von Gewicht und Volumen der Tumpaeh der Formel einer
rationalen Ellipse (V= Lénge x HOhe x Breite x @B Fur weitere
immunhistochemische Untersuchungen (Proliferatrafest, Kapillarendichte) wurden
die Primartumore sowohl kryokonserviert als aucimt@mfixiert.

Die Daten wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows (1@, Chicago, IL) analysiert.

Die Analyse von Unterschieden im Tumorvolumen 2zt relevanten

Untergruppen/Subgruppen erfolgte mit Hilfe des KekdNallis-Test und des Whitney-
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U-Tests. Die errechneten p-Werte wurden grafisaigegdellt. Ein allgemeiner p-Wert

von 0,05 galt als statistisch signifikant.

3.10.1 Routine Histologie und Immunhistochemie

Nach Resektion wurden die orthotop gewachsenen Teinsofort in flissigem
Stickstoff eingefroren (Kryokonservierung). MitteBefrierkryotom wurden 5 pum dicke
Schnitte angelegt und anschliel3end mit Aceton fummin bei RT auf Objekttragern
fixiert.

Es erfolgte eine Farbung der Gewebeschnitte midgles ALK5-Antikdrpers (Santa
Cruz; Verdinnung 1:100, siehe Tabelle 2), um dipréssion dieses Rezeptors in den
Tumoren nachzuweisen. Der Proliferationsindex dendre wurde mittels Farbung des
Ki-67 Antigens (Antikorpers MIB-1; Verdinnung 1:508rmittelt, wodurch die
Zellkerne von proliferienden Zellen angefarbt wurddJm die Mikrogefal3dichte
(microvascular density, MVD) der Tumore zu bestimmerfolgte die Anfarbung der
GefalRe mit dem endothelspezifischen Marker CD3XLC@EM-1; anti-CD31/PECAM-1,
Verdunnung: 1:50). Die Farbungen erfolgten nach, A&YAAP" Methode (Alkalische-
Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase). Sie wumiedem Autostainél’ und dem
ChemMaté" Detection Kit (APAAP, mouse) der Firma Dako nacimgAben des
Herstellers durchgefuhrt. Die Detektion erfolgtet ohem Substrat Neufuchsin (Dako),
die Gegenfarbung mit Haematoxylin (Dako).

Die lichtmikroskopische Bestimmung des Proliferasioex erfolgte durch Auszahlen
von 200 Tumorzellen in drei sog. ,hot spots“ jedksyoschnittes durch zwei
verschiedene Betrachter bei einer 400-fachen Veeguil§. Die Angabe der positiven
Zellen erfolgte in Prozent. Insgesamt wurden je Gefrierschnitte von drei Tieren mit
Tumoren aus jeder Gruppe untersucht.

Die MDV der Tumore wurde nach Weidnet al ermittelt. In den Schnitten wurden
Areale erhohter Gefalidichte identifiziert und dienzAhl der Mikrogefal3e pro
Gesichtsfeld (0,19 mfm400 fache VergréBerung) in fiinf verschiedenenalere jedes

Tumors bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Die TGF4$-Signaltransduktion am Beispiel des mesenchymalen
Markers Biglykan (BGN)

4.1.1 Die Rolle von BRIl bei der durch TGF- p1-induzierten BGN-Expression
Zunachst sollte die Funktion des T@F-Typ-ll-Rezeptors (BRIl) fur die
Signalweiterleitung des TGEt-Signals Uberprift werden. Dazu wurde die T@F-
induzierte Expression von BGN in der Kolon-Karzirmetlinie SW48 untersucht,
welche eine ,Loss-of-function“-Mutation (Mikrosaliedn Instabilitat) inTARIl besitzt
(Vincent et al, 1997). Es konnte mittels semiquantitativer kotitper RT-PCR
gezeigt werden, dass diese Zellen auf eine 24-géndGFH1-Behandlung (5 ng/ml)
nicht mit einer Hochregulation der BGN-mRNA reagie(siehe Abb. 8). Als Kontrolle
wurden TGFB-responsive Panc-1-WT-Zellen verwendet, in denen nash der
Stimulation mit TGH1 zu einer 20-fachen Induktion der BGN-mRNA relatur
Basalexpression kam (siehe Abb. 8).

Abb. 8: Ein funktioneller T BRI ist

wichtig fur die durch TGF-p1-| . 257 O -TGF-P1
induzierte BGN-Expression Eine 5 W + TGFP1
nattirlich vorkommende Mutante des<¢ 2g
TBRII in Sw48 Kolon-| <
Karzinomzellen blockiert den Eﬁebté 15
von TGF$ auf die Expression voh £
BGN. SW48-Zellen und Panc-1-WT-=2
Zellen (Pankreaskarzinomzellen)g 10
wurden fir 24 h mit TGB1 (5 ng/ml)| _
behandelt. AnschlieRend erfolgte eingl 51
RNA-Isolierung mit darauf folgender
semiquantitativer RT-PCR fur BGN 0
r

mit den entsprechenden Primg

n
(Kap. 2.10). SwW48 PANC-1

Die Daten fir die beiden Zelllinien wurden als tisla BGN-mRNA-Konzentrationen (Konz.)
angegeben, wobei die Konzentration in den jeweiligebehandelten Zellen =1 gesetzt wurde.

Die Experimente mit der SW48-Zelllinie lassen veremjtdass der BRIl essentiell fur
die TGF$1-Regulation von BGN ist.

Den funktionellen Nachweis der Bedeutung d@RIT fur die TGF$1-Regulation von
BGN lieferten Experimente mit Panc-1-Zellen, welale&oviral mit einer dominant-
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negativen (dn)Mutante RII-D404G; als HA-Fusionsprotein, Knaes al, 1996) des
Rezeptors transduziert waren.

Fur die Experimente wurde ein Klon-,Pool* verwendbei dem es sich um eine
heterogene Mischung aus verschiedenen G-418 m®ist&lonen handelte, die sich
durch den Integrationsort des Retrovirus und algé-diavon in der Expressionsstarke
des PBRII unterschieden. In diesem Klon-,Pool* konnte d&ubteinebene eine starke
Expression der dn Mutante mittels anti-HA-Immunjpéation (IP) und anschlielender
Westernblot(WB)-Analyse im Vergleich zu der Vektonkrolle (TJM) und den Panc-1-
WT-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 9).

Abb. 9: Detektion der ektopen
Expression der dn Mutante des BRIl in N
Panc-1-Zellen Zelllysate von Panc-1-WTt \?\Q ' &

O © R
@&

Zellen und Panc-1-Zellen, die stabil mit $\
einem leeren retroviralen Vektor (Vektor;
TJM) oder einem retroviralen Vektor, der _ -97
eine dominant-negative Mutante deRTI
(dnTBRII) mit HA-Tag kodiert, trans- : IP: a-HA
duziert waren, wurden mittels anti-HA-

Immunpréaziptiation (1P) und  ant '.'66 WB: u‘TBR”
schlieBender Westernblot-Analyse (WB) )
mit einem TPRII-Antikbrper auf die
Expression der dn Mutante untersucht. Die
Zahlen an der rechten Seite geben das
Molekulargewicht des Proteinstandards in Kilodalaon

In diesem Klon-,Pool“ wurde die durch T@R-induzierte Expression von BGN und
PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1) im Vergtdh zu den Leervektor-
exprimierenden Panc-1-Zellen mittels quantitatikempetitiver RT-PCR untersucht.
Bei PAI-1 handelt es sich um ein T@E-responsives Gen, dessen Aktivierung Smad-
abhangig verlauft und in Panc-1-Zellen unabhangig der Aktivierung der p38-
MAPK ist (Chenet al, 2002). Es konnte nachgewiesen werden, dassgieegsion
beider Gene in den Panc-1-Zellen, welche die domtinagative Mutante des

Rezeptors stabil exprimieren, komplett unterdrive&t (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Die ektope Expression der dnfRIl-Mutante unterdriickt die durch TGF- p1-
induzierte Hochregulation der BGN- und PAI-1-Expresion. Panc-1-Zellen, die stabil den
retroviralen Leervektor oder die dpRII-Mutante exprimierten, wurden 24 h lang mit oddme
TGF$1 (5 ng/ml) inkubiert. Nach anschlieBender RNA{k@ing und cDNA-Synthese wurde
mittels quantitativer PCR der Einfluss von T@E-auf die BGN- und die PAI-1-Expression
untersucht. Die Daten wurden als relative BGN- oB&i-1-mRNA Konzentrationen dargestellt,
wobei den unbehandelten Vektorkontrollen der Wertigeordnet wurde.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass dgRIT fir die Induktion von BGN durch

TGF$1 in pankreatischen Zellen notwendig ist.

4.1.2 Die Bedeutung der ALK5-Kinase-Aktivitat fur die Aktivierung von p38-
MAPK und die Induktion der BGN-Expression

Als nachstes sollte untersucht werden, ob ALKS aartlier durch TGB1-induzierten
Expression von BGN beteiligt ist. Dazu wurden Pand/T-Zellen zunadchst mit
SB431542 behandelt, einem Inhibitor, der selekies Kinase-Aktivitaten von ALKS,
ALK4 und ALK7 blockiert (Inman et al., 2002). Nach einer 30-minitigen
Vorinkubation mit diesem Inhibitor erfolgte eine 2dindige Inkubation mit TGB1
(+/- TGF$1). Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte gezeiggrden, dass der
Inhibitor die TGFBl-induzierte BGN-Expression in den Zellen unterd#tiicAls
Kontrolle dienten Panc-1-Zellen, die mit DMSO (Lagsmittel) statt mit SB431542
behandelt wurden (siehe Abb. 11).

Abb. 11: Die pharmakologische
Inhibition der ALK5-Kinase

unterdriickt die durch TGF- g1-
induzierte BGN-Expression.
Panc-1-WT-Zellen wurden nacl
der Behandlung mit dem
Inhibitor SB431542 (2 pM in
DMSO) oder dem Ldsungsmitte]
(DMSO) mit TGFB1 (+/-) fur
24 h inkubiert. Nach anschliet
Render RNA-Isolierung wurdg
die BGN-Expression  mittelg
semiquantitativer ~ kompetitiver
RT-PCR untersucht. + DMSO
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Um herauszufinden, welchen Effekt eine spezifisetenmung von ALKS5 auf die
TGF$1-induzierte BGN-Expression hat, wurden Zellklorewendet, die eine kinase-
defiziente (kd) ALK5-Mutante (ALK5-K232R) stabil pimieren. Mittels WB-Analyse
konnte gezeigt werden, dass die kd ALK5-Mutanted@m transduzierten Zellen im
Vergleich zu den Leervektor-exprimierenden Panallen exprimiert wird (siehe Abb.
12). Auch die Funktionalitat der Mutante konnte dfoteinebene nachgewiesen
werden, da die Phosphorylierung von Smad2 und pB8&# (Aktivierung von p38,
Takekawaet al, 2002) nach TGRB1-Stimulation in den kdALK5-exprimierenden
Panc-1-Zellen im Gegensatz zu den Leervektor-expranden Zellen stark reduziert
war (besonders deutlich nach 1 h; siehe Abb. 12).

kdALKS Vektor
TGFB1h] 0 1 2 4 8 0 1 2 4 8

Abb. 12: Die durch TGF-1-induzierte Phosphorylierung von Smad2 und p38-
MAPK wird durch kdALK5 unterdriickt. Die den Leervektor stabil exprimierenden
Panc-1 Zellen (Pool) und ein Klon (#9), der die &hie kdALK5 stabil exprimiert,
wurden fur verschiedene Zeitpunkte mit TGE{5 ng/ml) stimuliert und mittels WB-
Analysen auf die Expression von ALK5 (anti-ALK5)dudie phosphorylierten Formen
von Smad2 (p-Smad2) und p38-MAPK (p-p38) untersublet Nachweis vorfi-Aktin
diente als Beladungskontrolle.

Mittels semiquantitativer kompetitiver RT-PCR koarin Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen der pharmakologischen Inhibition gézaegrden, dass die BGN-mRNA
nach Behandlung mit TGBEL in den kdALK5-exprimierenden Panc-1 Zellen im
Vergleich zu den Leervektor-exprimierenden Panceelled merklich reduziert war

(siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Die durch TGF$1-
induzierte Expression von
BGN wird durch die ektope
Expression von  kdALK5
inhibiert. Panc-1-Zellen, die
entweder stabil die Mutant¢
kdALK5 (Pool, Klon #9) oder 10 -
den Leervektor (Vektor)
exprimierten, wurden fur 24 i
sowohl mit als auch ohn¢

TGF$1 (5 ng/ml) inkubiert. 0| -_
AnsqhheBend wurde dig Pool Pool Klon #9
relative BGN-mRNA-Konzen-

tration mittels semiquantitativef Vektor KdALKS
PCR bestimmt
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Diese Ergebnisse bestétigen, dass auch die ALK&dewAktivitdt wichtig fur die
TGF{1-Regulation von BGN in pankreatischen Zellen ist.

4.1.3 Die Smad-aktivierende Funktion der ALK5-Kina® ist sowohl fir die
Aktivierung von p38-MAPK als auch fir die Hochregulation der BGN-mRNA
notwendig

Die bisher gewonnenen Daten deuten darauf hin, dlassihe Aktivierung des Smad-
Signalwegs sowohl fir die Aktivierung von p38 alacla fur die nachfolgende
Expression von BGN durch TGFE: notwendig ist (Takekawet al, 2002; Cheret al.,
2002; Ungefroreret al.,2003). Dadurch wird deutlich, dass neben der Kinastivitat
auch die Smad-aktivierende Funktion von ALK5 eindehgende Rolle bei der TGF-
Signalweiterleitung spielt.

Um dieses direkt auf Rezeptorebene zu bestéatigarjeseine von ALK5-abgeleitete
Mutante (RImL45) erworben, die eine funktionale #&edomane besitzt, aber aufgrund
einer Mutation in der L45-Schleife nicht in der leaigt, Smads zu aktivieren (\ai al.,
2002). Da die Aktivierung der endogenen Rezeptosrhindert werden sollte, wurden
die Panc-1-Zellen mit den konstitutiv-aktiven (¢d)K5-Mutanten ALK5-TD (Wieser
et al.,, 1995) und RImL45-TD (Ywet al, 2002) transient transfiziert oder flr andere
Experimente nach retroviraler Transduktion Zell-,R6dbzw. Klone selektiert, die

diese Mutanten stabil exprimierten.
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Abb. 14: Die Fahigkeit der ALK5-Kinase, Smad2 und 88-MAPK zu phosphorylieren, beruht

auf ihrer Smad-aktivierenden Funktion. Panc-1-Zellen wurden transient entweder mit 10 pg
pFLAG-Smad2 oder mit pFLAG-p38 zusammen mit denmrielegor, caALKS oder caRImL45 mit
HA-Tag mittels Lipofectamine Plus co-transfiziddach 24 h wurden die transfizierten Zellen 2 h
lang sowohl mit als auch ohne T@E-inkubiert, anschlieend lysiert und die FLAG- o&A\-
markierten Proteine immunprazipitiert (IP). Die Imnprazipitate wurden mittels SDS-PAGE und
Westernblot-Analyse auf die phosphorylierten Formem Smad2 (p-Smad2) und p38 (p-p38-
MAPK), gesamt-Smad2 (t-Smad2) und p38-MAPK (t-p3f)er auch ALK5 untersucht. Als
Kontrolle diente Lysat aus untransfizierten Pargellen. Genaue Angaben zu den Antikdrpern
(siehe Tabelle 2).

Dazu erfolgten Co-Transfektionen von Panc-1-ZeftenHA-markiertem caALKS5 oder
HA-markiertem caRImL45 zusammen mit FLAG-markiertéémad2 oder FLAG-
markiertem p38. AnschlieRend wurden eine Tg@FBehandlung, eine anti-FLAG-IP
und eine anti-Smad2 oder anti-p38 WB-Analyse dusfliiyt. Wie vermutet konnte
bewiesen werden, dass caALK5 im Gegensatz zu caf&nden Effekt von TGIBL,
und zwar die Phosphorylierung und somit die Aktivieg von Smad2 und p38-MAPK,
imitieren kann (siehe Abb. 14). Der Nachweis depiression der ALK5-Mutanten
erfolgte mittels einer anti-HA-IP gefolgt von ein@B-Analyse mit einem anti-ALK5-
Antikorper. Fur die IPs wurden jeweils 100 pg GesBnotein verwendet (siehe
Abb. 14).

AulRerdem sollte demonstriert werden, dass die AM{Biante caRImL45 aufgrund

ihrer Mutation nicht in der Lage ist, den Smad-Sigeq zu aktivieren.
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Hierzu erfolgte die Durchfiihrung eines transkripélben Reportergen-Assays, in dem
ein Promotor-Reporterplasmid Verwendung fand (p6&BE), das Smad-responsiv ist.
Dieses Promotor-Luziferase-Fusionsgen besteht exls Kopien des palindromischen
SBE (Snad-bndendes Eement) mit der Basenfolge GTCTAGAC (Zavetlal, 1998).

Es wurde eine Co-Transfektion von Panc-1-Zellen gcaRImL45, caALKS5 bzw. dem
dazugehorigen Leervektor und den Plasmiden p6SBEund pRL-TK durchgefinhrt.
Nach Expression der Proteine erfolgte eine Behagdtler Zellen mit TGHB1 und
anschlielend die Bestimmung der Luziferaseaktiltamineszenz) inLuminometer.
Wie Abb. 15 zu entnehmen ist, kam es in den mitlcdR5 transfizierten Zellen
relativ zur Kontrolle (Vektor) zu keiner transkiigriellen Induktion von p6SBE-Luc.

Abb. 15: Die Mutante caRImL45 |
kann das  Smad-responsive
Reporterplasmid p6SBE-Luc |
nicht aktivieren. Panc-1-Zellen
wurden  transient mit  dem
Leervektor, caALK5 odef
caRImL45 zusammen mit p6SBE-
Luc und pRL-TK co-transfizierf

(siehe Kap. 3.6) und anschlieBepd
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Weiterhin erfolgte eine Untersuchung der BGN-mRN#ie§el in den caALK5- und
caRImL45-stabil exprimierenden Panc-1-Zellen (jésveivei beliebige Klone) mittels
semiquantitativer kompetitiver RT-PCR. Als Kontssildienten mit TGEB1 behandelte
WT- und Leervektor-exprimierende Panc-1-Zellen. \WMiébb. 16 zu sehen ist, ndhert
sich die BGN-Expression der caALK5-exprimierenddarte (sehr deutlich in Klon #1,
nicht ganz so stark in Klon #5) der BGN-Expression den mit TGH31 behandelten
Kontrollen an. Die caRImL45-exprimierenden Zelleimds nicht in der Lage, den
TGF{1-Effekt auf die BGN-Expression nachzuahmen.
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Abb. 16: Die Mutante caRImL45 ist nicht fahig, den TGF$1-Effekt auf die BGN-Expression
nachzuahmen.Mittels semiquantitativer kompetitiver RT-PCR wurdie RNA aus caALK5- und
caRImL45-exprimierenden Panc-1-Zellen auf die Esgien vonBGN untersucht. Fur 24 h mit
TGF$1 behandelte Panc-1-Zellen (WT) und Leervektor-emigrende Panc-1-Zellen (Vektor)
dienten als Kontrollen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Skitadeaende Funktion von ALK5
fur einen Grol3teil der p38-MAPK-AKktivitat verantwiich ist.

4.1.4 Die durch TGF$1 induzierte Aktivierung von p38-MAPK und die
Hochregulation von BGN sind abhangig von der Zellabasion

Um zu klaren, ob die Zelladhasion die durch T@aFinduzierte Hochregulation von
BGN moduliert, wurde der Effekt von TG in Zellen untersucht, die unter nicht-
adharenten Bedingungen kultiviert wurden. Dazu lgéo die Aussaat von
Panc-1-Zellen auf Zellkulturplastik und in Wellsgdmnit Agarose beschichtet waren.
Als Kontrolle wurden die Zellen am nachsten TagZéith mit TGFB1 behandelt. Nach
Ablauf der Inkubation wurde der Effekt von T@E-auf die BGN-mRNA-Expression
mittels quantitativer RT-PCR untersucht. Wie AbB.Zkeigt, kam es in den adharenten
Zellen nach Stimulation mit TGE1 zu einem 20- bis 30-fachen Anstieg der BGN-
MRNA. Im Gegensatz dazu konnte nach TEaFBehandlung in den Suspensionszellen
keine Induktion der BGN-mRNA beobachtet werden.
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Abb. 17: Die TGF$1l-vermittelte

Hochregulation von BGN ist abhéangig PANC-1
von der Zelladhasion. Panc-1-Zellen 257 ] -TGFB
wurden in  6-Well-Platten  ausgesat, B+ TGFp

entweder auf Zellkulturplastik (adharent 201
oder auf Platten, die mit Agarose
beschichtet waren (Suspension). 24 |h
spater erfolgte die Stimulation der Zellen
mit TGF$1 (5 ng/ml) in normalem
Kulturmedium fur weitere 24 h. Im
Anschluss daran wurde die RNA isoliert
und die BGN-Expression mittels real-time
PCR gemessen. Es wurden insgesamt drei
Experimente  durchgefihrt und die
Ergebnisse aus einem reprasentativen
Experiment dargestellt.
Die Werte wurden als relative (Rel.) mRNA Konzetitna (Konz.) angegeben, wobei die mRNA-
Konz. in den adharenten unbehandelten Zellen gkich gesetzt wurde. Jeder Balken reprasentiert den
Mittelwert + Standardabweichung von Dreifachbestumgen. **: p< 0,001.
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In den Suspensionszellen kommt es nach PGStimulation nicht zu einer
Hochregulation der BGN-Expression. Dieser Effekt micht auf den Verlust von
Zellvitalitat zurtickzufiihren, da sich die Zellenemn man sie wieder auf Plastik aussat,
erneut absetzen. Die Ergebnisse zeigen, dass aedb&dhangige Signale daruber
entscheiden, ob TGF1 Auswirkungen auf die BGN-Expression hat.

Da die Aktivierung von p38-MAPK ein wichtiger Zwisenschritt in der TGB1-
Induktion der BGN-mRNA ist, war es von Interessealnszufinden, ob auch die
Aktivierung von p38 adhasions-abhangig ist. Dazuden adharent wachsende und in
Suspension gehaltene Panc-1-Zellen unterschieddolge mit TGF81 behandelt,
lysiert und mittels WB-Analyse mit einem phosph@gdntikorper auf den
Aktivierungszustand von p38-MAPK untersucht (sieklgb. 18). Der Nachweis von
gesamt-p38 diente als Kontrolle fir die eingesatBmteinmengen. Wie Abb. 18 zeigt,
kam es in den Suspensionszellen nicht zu einergPloogierung von p38.

Da die Aktivierung der p38-MAPK und die Induktionerd BGN-mRNA durch
GADD453 ausgeldst werden, welches selbst wiederum durdr-flGliber den Smad-
Signalweg aktiviert wird, sollte Uberprift werdesly auch die frihe Smad-vermittelte
Signalweiterleitung adhasions-abhangig ist. Aussehie Grund wurde die durch
TGFf1-induzierte Phosphorylierung von Smad2 in adh&renind nicht-adhérenten
Zellen untersucht. Die Stimulierung der Panc-1-etelmit TGFS1 erfolgte zu den
angegebenen Zeiten (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Die durch TGF-$1-induzierte Aktivierung von p38-MAPK ist abhangig von
der Zelladhasion.Panc-1-Zellen, deren Kultivierung unter adharented nicht-adharenten
Bedingungen erfolgte, wurden zu den angegeben rZeitd@t TGF$1 behandelt,
anschlielend lysiert und die Proteinlysate mittdlssternblot-Analyse auf die Expression
von p-Smad2, gesamt-Smad2 bzw. auf die Expressiom p-p38 oder gesamt-p38
untersucht.

Nach Behandlung und anschlieender Lyse der Zellarden die Proteinlysate
mittels WB-Analyse mit einem phospho-Smad2-Antilgrpuf die Phosphorylierung
von Smad2 untersucht. Wie Abb. 18 zeigt, kommtekanem Unterschied in der
phospho-Smad2-Expression zwischen adharent untauittarent kultivierten Zellen,
was darauf hindeutet, dass die T@&Finduzierte Aktivierung der Kinase-Aktivitét
von ALK5 nicht abhéngig von der Zelladhéasion iseli® Abb. 18). Zusatzlich lasst
dieses Ergebnis vermuten, dass es stromaufwartSk@ad2 durch den Verlust der
Zelladhésion nicht zu Verdnderungen im Signalwem. Dieses spricht gegen eine
unterschiedliche Rezeptorausstattung unter denlgem&ultivierungsbedingungen.
Weiterhin konnte fir die durch TGF-induzierte PAI-1-Expression, die in Panc-1-
Zellen unabhéngig von der p38-Aktivierung ist (Ufmgeen et al, 2003), gezeigt
werden, dass sie in den adharenten und den Suspspsilen gleich stark war (siehe
Abb. 19). Demgegeniber konnte mittels quantitatiR@-PCR festgestellt werden,
dass die Expression von GADD#H den in Suspension kultivierten Panc-1-Zellen

nach TGFB1-Stimulation sogar signifikant gesteigert war (AhB).
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Abb. 19: Die Expression von PAI-1 ist nicht abhé&ng von der Zelladhasion. Mittels
quantitativer RT-PCR wurde die RNA aus Panc-1-Zeligeren Kultivierung, wie unter Abb. 17
beschrieben, unter adhérenten oder nicht-adhar&adimgungen erfolgte, auf die Expression von
PAI-1 und GADD4% untersucht. Zuvor wurden die Zellen fir 24 h bZwvh mit TGF1
behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stmadbweichungen von Dreifachbestimmungen.
*: p<0,05 (statistisch signifikant).

Zell-Matrix-Interaktionen werden hauptséachlich durdntegrine vermittelt. Um
herauszufinden, ob Integrine in den Effekt von TaFauf die Expression von BGN
involviert sind, wurden Pancl-Zellen auf 6-Well4#®a aus Plastik oder auf 6-Well-
Platten, die mit Fibronektin (Ligand fupl-Integrine) oder mit poly-D-Lysin
(Polypeptid, kein Ligand fur Integrine) beschichwedren, ausgesat. Nach 2-stindiger
Stimulation der Zellen mit TGB4 und anschlieBender RNA-Isolierung konnte mittels
quantitativer RT-PCR gezeigt werden, dass die Belkting mit Fibronektin im
gleichen Ausmal} wie eine Plastikbeschichtung zuluktion der BGN-Expression
durch TGFB1 fuhrt (siehe Abb. 20). Im Gegensatz dazu warkffakt von TGFB1 auf
die BGN-Expression in den Zellen, die auf Plattahder poly-D-Lysin-Beschichtung
gewachsen waren, gegenuber den Kontroll-Zellenadid?lastik gewachsen waren, um
79% reduziert.
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Abb. 20: Integrine sind an der
durch TGF-p1 vermittelten
Induktion der Expression von BGN
beteiligt. Panc-1-Zellen wurden in 6}
Well-Schalen aus Zellkulturplastil
oder in Wells, die mit Fibronektin
(FN) oder poly-D-Lysin beschichte]
waren, ausgesat. Am néachsten Tag
wurden die Zellen GU.N. in serum
reduziertem Medium (0,5 % FCS
kultiviert. Im Anschluss daran erfolgt
eine Behandlung der Zellen mit TGk
Bl fur 24 h (auch serum-reduziert).
Die Spiegel der BGN-mRNA wurden
mittels quantitativer RT-PCR
ermittelt.

Die Werte sind als x-fache Induktion der mRNA-Konization durch TGHB1 dargestellt. Jeder Balken
reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichungn vdrei unabhangigen Experimenten.
**: p< 0,001.
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(-fache Induktion durch TGF-R)
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Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verlust derdfeiaon zwar die Aktivierung von
p38 und die Induktion der BGN-Expression durch TFverhindert, aber keine
Auswirkung auf die Fahigkeit von TGFE hat, an seine Rezeptoren zu binden, sie zu
aktivieren und die frihe Smad-abhangige Signalwigkau vermitteln. Auf3erdem kam
es in den Suspensionszellen zu keiner Reduktiontrdaskriptionellen Aktivitat von
Genen, die Smad-abhangig reguliert werden (PAIADB45p).

Der Ubergang vom adharenten zum nicht-adharentsta@d und umgekehrt ist mit
Umbauprozessen im Aktin-Zytoskelett der Zelle vexdben, was wiederum einige
Aspekte der TGB-Signalwirkung beeinflussen kann. Fir die T@FRegulation von
BGN wurden deshalb die Auswirkungen der Zerstoruteg Zytoskeletts mittels
Cytochalasin D untersucht, einem Pilztoxin, das z#pgeh Aktinfilamente
depolymerisiert. Auf Zellkulturplastik ausgeséate n@d-Zellen wurden mit
Cytochalasin D (1 uM und 10 pM) oder dem dazugejedn Losungsmittel DMSO
versetzt und eine Stunde spater fur 24 h mit B&MHehandelt. Nach Isolierung der
RNA erfolgte die Bestimmung der Expression von B@htels quantitativer RT-PCR
(siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Cytochalasin D reduziert sowohl die basalals auch die durch
TGF-pl-induzierte BGN-Expression. Panc-1-Zellen wurden in 6-Well-
Schalen (Zellkulturplastik) ausgeséat. Am néchstag €rfolgte die Zugabe
von Cytochalasin D oder seinem Lésungsmittel DMSOh Yor der 24-
stindigen Stimulation mit TGB1. Die Expression von BGN wurde mittels
guantitativer RT-PCR bestimmt. Gezeigt sind die téMhterte

+ Standardabweichungen.

Der Abbau der Aktin-Stress-Fasern durch Cytochal&¥ireduzierte dosis-abhangig
sowohl die basale als auch die T@Einduzierte BGN-Expression (siehe Abb. 21).
Dieses deutet darauf hin, dass ein intaktes Zytetkeumindest fir den Teil der

TGF{-Signaltransduktion wichtig ist, der speziell zuBB Expression fuhrt.

4.1.5 Dominant-negatives Racl blockiert die durch GF-pl-induzierte Expression
von BGN durch die Inhibition der p38-Aktivierung

Racl ist ein Mitglied aus der Familie der Rho-GTéPasgnd spielt eine wichtige Rolle
bei der Organisation des Zytoskeletts und bei Adingsorgéangen. Es sollte untersucht
werden, ob Racl auch an der adhasions-abhangigénpI-®egulation von BGN
beteiligt ist. Zunachst erfolgte die Hemmung demi&ion von Racl durch einen
chemischen Inhibitor (Racl-Inhibitor), der den R&&DP/GTP-Austausch verhindert,
indem er die Interaktion zwischen Racl und den Rgekifischen Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) stort.

Die Panc-1-Zellen wurden mit dem Racl-Inhibitor (8M) fir eine halbe Stunde
vorinkubiert, gefolgt von einer 24-stindigen BeHand mit TGFg1
(+/- TGF1). Mittels quantitativer RT-PCR konnte gezeigt ee, dass der Inhibitor
den Effekt von TGH1l auf die BGN-Expression signifikant reduziert. Die
PAI-1-Expression wurde dagegen nicht signifikargibBusst (siehe Abb. 22).
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Abb. 22: Die pharmakologische Inhibition von Racl eduziert die durch TGF-Bl-induzierte
BGN-Expression. Panc-1-Zellen wurden nach Zugabe des Rac-1-lmhgit+/- Inhibitor, 50 uM) fur
24 h sowohl mit als auch ohne T@E-kultiviert. Anschlie3end erfolgte die RNA-Isolierg und die
Bestimmung der Expression von BGN und PAI-1 mitiglgntitativer RT-PCR. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichungen von Dreifachemrt*:p < 0,05; *: p = 0,28 (nicht signifikant).

Als nachstes wurden Panc-1-Zellen mit einem Retusvinfiziert, der fir eine Myc-
markierte dominant-negative Mutante von Racl (dAREE/N in pBABE-puro,
Konstruktion, siehe Kap. 3.8) kodierte. Kontrolleel erhielten Retroviren mit dem
entsprechenden Leervektor (pBABE-puro); die Sebektvon Einzelklonen oder
Zellpools erfolgte durch die Zugabe von Puromycin.

Nach dem Screening der Einzelklone auf die Expoesgon dnRacl auf Proteinebene
mittels anti-Myc-IP und Racl-WB-Analyse erfolgtee dhuswahl von zwei Klonen mit

starker Expression fur weitere Analysen (siehe A23).

Abb. 23: Uberpriifung des Erfolgs der
retroviralen Transduktion von Panc-
1-Zellen mit einer dnRacl-Mutante.| Vektor Raci1-T17N
Panc-1-Zellen wurden mit einem
retroviralen  Leervektor  (Vektor] Pool #15 #21

pPBABE-puro) oder einem Retrovirug, IP: a-MYC
der eine mit Myc-Tag versehene dn
Mutante von Racl (Racl-T17N) kodieft, WB: Raci

transduziert.  AnschlieBend  wurdgn

Einzelklone oder Pools mittels
Puromycin selektioniert. Die Expression des Transd@nnte in zwei Klonen (#15 und #21) mittels
anti-Myc (a-Myc) Immunpréazipitation und Westernblot-Analysat{gRacl) nachgewiesen werden.

Diese beiden Klone (Klon #15 und #21) und die deeriektor-exprimierenden Panc-
1-Zellen wurde nach TGB1-Stimulation fir 24 h auf die Expression der BGIRINA
untersucht. Die Klone wiesen eine starke Verringgrder durch TGEB1-induzierten

Expression von BGN im Vergleich zu den Kontrolleellauf (siehe Abb. 24). Am
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deutlichsten zeigte sich der Effekt der dn Mutantklon 21, der die héchste Transgen-

Expression besal3.

Abb. 24: Die Inhibition
(Knock-out) von Rac-1
durch ektope Expression
der dn Mutante Racl1-T17N
reduziert den Effekt von
TGF-p1 auf die BGN-
Expression. Die dn Racl;
exprimierenden Klone #15
und #21 und die Leervektoy-
transduzierten Kontrollzellen
wurden fur 24 h mit TGBL
inkubiert. Die Expression von
BGN  wurde untersuchi.
Dargestellt sind die
Ergebnisse aus einem reprd
sentativen Experiment, das

Rel. mRNA Konz .

3517

30 7

25 7

20 7

15 7

10 7

BGN []-Tter-B
W :1cF-B
Pool Klon #15 Klon #21
Vektor Racl-T17N

einer Serie von drei Experimenten mit ahnlichenelBrgssen entnommen wurde. Gezeigt sind die
Mittelwerte + Standardabweichungen.

Weiterhin wurde der Phosphorylierungszustand vah ip3den Klonen untersucht, um
zu analysieren, ob die Expression von Racl-T17N alie durch TGH1-induzierte
Aktivierung von p38 inhibiert. Nach einstiindiger B@dlung mit TGH1 wurden
Zelllysate aus den Klonen #15 und #21 und den kdréllen hergestellt und mittels

WB-Analyse auf die Expression von phospho-p38 (phogp38-Antikorper, siehe
Tabelle 2) untersucht. Wie in Abb. 25 zu sehenusterdriickt dnRacl die Aktivierung

von p38 durch TGHB1. Das Ausmald dieser Suppression in den verscleaden
Zellpopulationen korreliert mit der von BGN (siefbb. 24).

Vektor Racl-T17N
Pool Klon #15 Klon #21
TGF-B - + - + - +

e

Abb. 25: Dominant-negatives Racl verhindert die duwwh TGF-pl-induzierte Aktivierung

von p38 MAPK. Die beiden Rac1-T17N stabil exprimierenden Einzeikl (#15 und #21) und
die Kontrollzellen (Leervektor) wurden fir 1 h mtGF1 stimuliert, lysiert und mittels
Westernblot-Analyse auf die Expression von phospd®-MAPK (p-p38) und gesamt-p38
(t-p38) MAPK als Beladungskontrolle untersucht.
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Zuvor war gezeigt worden, dass es sich bei denereiSthritt der Signalwirkung von
TGF$1 auf die BGN-Expression um die durch ALK5 ausgel68ktivierung von
Smad2/3 und der anschlielenden Smad-abhéngigeskidionellen Induktion von
MyD118handelt. Da die durch TGFt-induzierte Aktivierung von p38 durch die Racl-
Inhibition unterdrickt wird, wurde untersucht, omR&hcl auch Signalvorgange
oberhalb der p38-Aktivierung blockiert. Insbesomdsollte geklart werden, ob Racl fur
die Smad2/3-Aktivierung und die Induktion vaviyD118 notwendig ist. Da das
MyD118Gen durch TGH1 in erster Linie Uber Smad3 induziert wird (Majand
Jones, 2004), erfolgte die Untersuchung der GAORE%pression und der Smad3-
Aktivierung in dnRac1-stabil exprimierenden Pangellen nach Zugabe von TGR-.
Klon #15, Klon #21 und die Kontrollzellen wurderr filie angegebenen Zeitpunkte mit
TGFJ behandelt, lysiert und mittels WB-Analyse auf ¥ashandensein von phospho-
Smad3 untersucht. Abb. 26 zeigt, dass die Aktivigruon Smad3 nicht reduziert ist,
sondern im Gegenteil in Klon #15 sogar erhtht zo seheint.

Abb. 26: Die ektope

Expression von
dnRacl fuhrt in Vektor Rac1-T17N
Panc-1-Zellen  nicht Pool Klon #15 Klon #21

zu einer Reduktion .
der Aktivierung von TGF-B[min] 0 40 100 0 40 100 0 40 100

Smad3 durch TGF- p-Smad3 e ledg
B1. Die beiden -
Rac1-T17N SaDIl  -SIMacS | ———————————————————
exprimierenden -
Einzelklone (#15 und
#21) und die Kontrollzellen (Leervektor) wurden filie angegebenen Zeitpunkte mit T@F-behandelt
und anschlieRend durch eine Westernblot-AnalyseliguBktivierung von Smad3 mittels eines phospho-
Smad3 spezifischen Antikdrpers (siehe Tab. 2) sotdt.

Ein ahnliches Ergebnis konnte fur die durch T@Fnduzierte Expression von
GADD453 in den dnRacl-exprimierenden Klonen gezeigt werdsach einer
einstundigen Inkubation mit bzw. ohne T@E-wurde nach einer quantitativen RT-
PCR-Analyse festgestellt, dass es durch die Inbibivon Racl zu keiner Reduktion
der GADD4B-mRNA-Level kam (siehe Abb. 27). In Klon #21 konrgegar eine
leichte Steigerung der GADDBH=xpression nachweisen werden (siehe Abb. 27).
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Abb. 27: Die Inhibition von
Rac-1 durch eine dn
Mutante fuhrt nicht zu GADD453 [] -TGF-p
einer Reduktion des TGF- 71 0 W + TGF-B
pl-Effektes auf die
GADDA458 -Expression. Die
dnRacl-exprimierenden

Klone #15 und #21 und dig¢

|
n.s.
Leervektor-exprimierenden |
Kontroll-zellen wurden fir
1 h mit TGFg1 inkubiert, die 5 27
RNA isoliert und mittels 1
guantitativer RT-PCR auf dig 0

14

Rel. mMRNA-Konz.

Expression von GADD45 Pool Klon #15 Klon #21
untersucht. Dargestellt sing
die Ergebnisse aus einem Vektor Racl-T17N

reprasentativen  Experiment
aus einer Serie von drei Experimenten. Gezeigt diad/littelwerte + Standardabweichungen.

(*: p = 0,004; n.s.: nicht signifikant).
Racl1-T17N blockiert also die Induktion der BGN-Esgsion auf Ebene von p38, ohne
die Aktivierung von Smad3 oder die transkriptioadhduktion von GADD4B negativ

zu beeinflussen.

4.1.6 Die ektope Uberexpression von Racl steigern Effekt von TGF-$1 auf die
BGN-Expression

Als nachstes sollte die Frage geklart werden, ebetttope Uberexpression von Racl
die Induktion von BGN durch TGPB1 weiter verstarken kann. Dazu wurden Panc-1-
Zellen retroviral mit einem Vektor, der fur Racl dkerte (Konstruktion, siehe
Kap. 3.8), oder mit dem Leervektor (pBABE-puro)nsduziert. Im Anschluss an die
Transduktion erfolgte eine Selektion von Einzelidoroder Pools mittels Puromycin.
Durch eine WB-Analyse erfolgte ein Screening denzElklone auf eine ektope
Expression von Racl im Vergleich zu den Kontroleae(pBABE-puro-exprimierender
Zellpool). Wie auf Abb. 28 zu erkennen ist, weisdie Klone eine leicht erhdhte
Expression von Racl auf. Die Expressionsuntersetugdschen den Einzelklonen und
der Vektorkontrolle waren nicht sehr pragnant, da 8piegel des endogenen Racl-
Proteins in den Panc-1-Zellen sehr hoch sind (GraxgJurceviet.al, 2001).

Zwei Klone (#19 und #15) wurden fir weitere Analyseisgewahlt (siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Nachweis der ektopen
Expression von Racl in
Einzelklonen nach einer

retroviralen Transduktion. Panc- Racl |« S S

1-Zellen wurden mit einem leereh

Retrovirus (Vektor) oder einen B-Aktin W— - — —

rekombinanten Retrovirus infiziert,
der fur Rac-1 (ohne Tag) kodier}. Pool #19 #15
Nach der Selektion mit Puromycip

wurden Einzelklone (#19, #15£| Vektor Racl
isoliert und nach Lyse der Zelle

mittels WB-Analyse auf die Expression von Racl rsueht. B-Aktin diente als
Beladungskontrolle.

Die mRNA-Expression wurde mit den relativen mRNApEessionen der Panc-1-WT-
Zellen und den Leervektor-exprimierenden Kontrdleze nach TGH31-Stimulation
verglichen (siehe Abb. 29).
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Abb. 29: Die Uberexpression von Racl steigert denffékt von TGF-p1 auf die BGN-Expression.
Die beiden Racl-WT exprimierenden Klone #19 und £ig&he auch Abb. 28), sowie Panc-1-WT-
Zellen und die Vektorkontrolle (Pool) wurden fir Bdmit TGF$1 behandelt und anschlie3end, nach
der Isolierung der RNA, mittels quantitativer RTHRGuf die Expression von BGN und PAI-1
untersucht. Die Ergebnisse wurden als x-fache Itidnlkder rel. mMRNA Konzentration durch TGF-
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte + Stamiddoweichungen von zwei unabhéngigen
Experimenten.

Wie Abb. 29 zeigt, beeinflusst die ektope Exprassion Racl nicht die durch TGR-
induzierten PAI-1-mRNA Spiegel, was wiederum die8fitat des Effektes von Racl
auf die BGN-Expression verdeutlicht.
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4.1.7 Konstitutiv-aktives Racl kann den Effekt von TGF-p1 auf die BGN-

Expression in nicht-adharenten Zellen nach TGH1-Stimulation retten

Zuvor wurde gezeigt, dass dnRacl die durch PGE#Aduzierte p38-MAPK-
Aktivierung und die Expression von BGN verhindddun sollte die Frage geklart
werden, ob die Effekte von TG durch die ektope Expression einer caRacl-Mutante
(Racl1-Q61L) imitiert werden kdnnen. Aus diesem @rerfolgte eine Co-Transfektion
von Panc-1-Zellen mit Myc-markiertem Racl-Q61L odem Leervektor (pcDNA3)
zusammen mit FLAG-markiertem p38. Nach Expressien Eroteine wurden die
transfizierten Zellen fir 1 h mit TGFt behandelt und mittels anti-FLAG-IP und anti-
p38-WB-Analyse auf den Phosphorylierungsstatus B8iMAPK untersucht.

TGF-B - + - +

Vektor + + - -
MYC-Racl-Q61L - - + +
FLAG-p38

Blot: p-p38

IP: a-FLAG
Blot: t-p38

Blot: Racl IP: a-MYC

Abb. 30: Konstitutiv-aktives Racl aktiviert p38 MAPK in Panc-1-Zellen ohne Zugabe von
TGF-B1. Panc-1-Zellen wurden transient mit pFLAG-p38 zusammit dem Leervektor oder mit
Myc-markiertem Racl-Q61L, einer konstitutiv-aktiv&ac-1 Mutante, co-transfiziert. Nach 24 h
erfolgte eine Behandlung der transfizierten Zelteiht TGF$1 fur 1 h, gefolgt von der Lyse der
Zellen und einer IP von FLAG- und Myc-markierterof@inen. Die Immunprazipitate wurden mittels
SDS-PAGE und Westernblot-Analyse auf die Expression p-p38 MAPK (p-p38), gesamt-p38
(t-p38) und Racl mit den jeweiligen Antikdrpernef®@ Tab. 2) untersucht. Der Nachweis von
gesamt-p38 diente als Beladungskontrolle.

Wie Abb. 30. zeigt induziert die Expression von aaRohne TGHB1-Stimulation die
Aktivierung von p38. Mittels anti-Myc-IP und antiaR1-WB-Analyse wurde die
Expression der Mutante auf Proteinebene nachgemwiédeg weitere Analysen wurden
Panc-1-Zellen mit Rac1-Q61L (Konstruktion, siehgpKa.8) und dem dazugehérigen
Leervektor (pcDNA3) transfiziert. Uber die Antibikim-Resistenz (G-418-resistent)
erfolgte die Selektion von Zellpools (siehe Abb).31
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Abb. 31: Uberpriifung der stabilen
Transfektion von Panc-1-Zellen mit

einer caRacl-Mutante.Panc-1-Zellen
wurden stabil mit dem leerqnB|ot: Racl IP: 0-MYC
/') " .

Expressionsvektor pcDNA3 (Vekto
oder dem rekombinanten Plasnid
pcDNA3/Myc-Rac1-Q61L (Racl-QLl Vektor Rac1-QL
transfiziert. Nach erfolgter Geneticip-
Selektion wurden Klon-,Pools* auf
Expression va Rac-Q61L mittelsa-Myc-IP unda-Racl-WB-Analyse untersuct

Wie auf Abb. 32 zu erkennen ist, konnte mittelsjuativer RT-PCR deutlich gemacht
werden, dass die Expression von Racl-Q61L bei einéengleich mit den
Kontrollzellen (Leervektor) nicht ausreicht, um @&N-Expression zu steigern. Dieses
lasst vermuten, dass die Signale, die Uber ALK5 ded Smad-Signalweg geliefert
werden, sehr wichtig fur den TGR-Effekt sind und zusammen mit aktivem Racl die
Induktion von BGN vermitteln.

Wenn Racl in diesem Prozess die Aufgabe besit&, zaBaktivieren, dann sollten
caRacl und TGBA zusammen in der Lage sein, die durch TR&Fnduzierte
Expression von BGN in nicht-adharenten Zellen wibdezustellen. Um diese
Hypothese zu bestatigen, wurden caRacl- und Vekatit exprimierende Panc-1-
Zellen fur 24 h mit TGH1 in Suspension kultiviert.

Tats&chlich konnte durch eine quantitative RT-PQRalfse gezeigt werden, dass im
Gegensatz zu den Kontrollzellen der Effekt von Tg3Fauf die Induktion der BGN-

MRNA in den caRacl-stabil exprimierenden Zellen derbergestellt war (siehe
Abb. 32). Auch in diesem Fall konnte die Spezifithts Effektes fir BGN gezeigt
werden, da es in der Expression der PAI-1-mRNA eundn statistisch signifikanten
Veranderungen kam. Die Expression von PAI-1 war den caRacl-stabil

exprimierenden Zellen bisweilen sogar geringeriralden Kontrollzellen, wobei dieser
Effekt allerdings nicht statistisch signifikant w@iehe Abb. 32).
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Abb. 32: caRacl stellt den Effekt von TGH1 auf BGN in nicht-adharenten Zellen wieder her.
Die Kultivierung vonPanc-1-Zellen, die entweder den Leervektor pcDN¥&kfor) oder Rac1-Q61L
stabil exprimieren, erfolgte unter adharenten @)nknd nicht-adharenten Bedingungen (Mitte, rechts)
Nach Behandlung der Zellen mit TGH-flr 24 h und anschlielender RNA-Isolierung wunad#els
guantitativer RT-PCR die Expression von BGN (linlsd Mitte) und PAI-1 (rechts) untersucht.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standakgaichungen aus Dreifachbestimmungen. **:p<0,01;
*p=0,137

Diese Daten bestéatigen das Konzept einer funktiemdlrennung des TGFSmad und
des Racl/p38 Signalweges, die beide notwendig igirB&SN-Expression sind. Sie
zeigen, dass bei gleichzeitiger Aktivierung des &8analweges die Expression von

caRacldie adhasions-induzierten Signale ersetzen ka

4.1.8 Racl wird durch TGF$1 in adharenten Zellen, aber nicht in Suspensions-

Zellen aktiviert

Racl entfaltet seine biologische Wirkung nach GHRBung, die durch Guanin-
Nukleotid-AustauschfaktorgiGEFs) katalysiert wird.

Um die Frage zu klaren, ob Racl in adharenten Zelierch Zugabe von TGt
aktiviert wird und ob es an einer fehlenden RaclhAdatung liegt, dass TGB1 die
Hochregulation der BGN-Expression (und die Aktivieg von p38) in
Suspensionszellen nicht ausléosen kann, wurde eifinitéts-Prazipitations-Assay
durchgefuhrt. In diesem Assay wird ein Fusionspnoi@us der GTPase-bindenden
Doméane von humanem PAK1 (PBD) und GST verwendet, speezifisch an aktives
Racl-GTP bindet. Die am besten charakterisiertdiekiirproteine von Racl und
Cdc42 gehoren zur PAK-Familie von Serin/Threonimd&en mit einer Grol3e von 62-
68 kDa, fur die gezeigt wurde, dass sie bevorzugtia GTP-beladene Form dieser
Proteine binden (Zhangt al, 1995; Benaret al, 1999).




Ergebnisse 76

Adharente (Spuren 1-6) oder nicht-adharente Padelgn (Spuren 7-9) wurden fir die
angegebenen Zeitpunkte mit TGE-stimuliert (siehe Abb. 33), anschlie3end in dem i
Kit mitgelieferten Lysispuffer lysiert und die Lyteawie in Kapitel 3.2.8 beschrieben
weiter prozessiert. Aktiviertes (GTP-beladenes) IRakonnte aufgrund seiner
Bindungsaffinitat fur GST-PAK-PBD detektiert werdefls Kontrolle diente Zelllysat
aus unbehandelten adharenten Panc-1-Zellen undt, Lgsa in-vitro mit GTR/S
(Spur 2) oder GDP (Spur 3) vorbehandelt wurde, wamlRvor der Bindung an GST-
PAK-PBD zu aktivieren bzw. zu deaktivieren.

In den adharent gewachsenen Panc-1-Zellen fuhee Bdihandlung mit TGB1
innerhalb von 5 min zu einer Erhdhung der Racl-Bnmgdan das GST-PAK-PBD-
Fusionsprotein, was bedeutet, dass Racl aktiviertiev(siehe Abb. 33). In den unter
nicht-adharenten Bedingungen kultivierten Panc-ledekonnte weder eine basale
noch eine durch TGB1-Stimulierung ausgeltste Aktivierung (GTP-Beladurngn
Racl beobachtet werden (siehe Abb. 33). Die Radih4#dt war hier also inhibiert.

adhérent Suspension
Lysate + o+ + + + + + + +
GST-PAK-PBD LI SR S + + + + +
GTPyS S = = = = e -
GDP = = - " - - -
TGF-p[mn) - - - 0 5 15 0 5 15
Pull down/Blot; Rac1 ” v — -.H <+—GTP-Ract

Féarbung: Ponceau | || |<—GST-PAK-PBD (35 kDa)
Blot: Ract Eﬁd— gesamt Rac1

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 33: Die Beladung von Racl mit GTP wird durch TGF-B1l in adhéarenten-, aber nicht in
Suspensions-Zellen induziertOben: 40 pg Lysat in Spur 1 und die Halfte des Volumeeseluierten
Proben (Spuren 2-9; adharent: Spuren 1-6; nichiiaafit: Spuren 7-9) wurden mittels SDS-PAGE und
WB-Analyse (Racl-Antikorper, siehe Tabelle 2) usteht.Mitte: Um zu dokumentieren, dass gleiche
Mengen an GST-PAK-PDB (~ 35 kD) geladen wurdemlgté eine Ponceau-Farbung der GST-PAK-
PBD-gebundenen Proteingnten: Racl-WB-Analyse der Gesamtprotein-Lysate. Die Bdhang mit
TGF-1 fihrt nicht zu einer Anderung der gesamt-Race&i

Durch Verwendung eines Racl-Antikorpers konnte destrieert werden, dass die
Spiegel an gesamt-Racl in den mit T@F-stimulierten adharenten und nicht-
adharenten Zellen unverandert waren.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass es in Admieg von Adhasions-/Integrin-

Signalen in nicht-adharenten Zellen zu keiner GBR&ung von Racl durch TGH-
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kommt, so dass es auch zu keiner Induktion der ésgion von BGN (und der
Aktivierung von p38) kommen kann.

4.1.9 DPI supprimiert die durch TGF-$1-induzierte BGN-Expression und die p38-
Aktivierung

Racl wirkt Gber Protein/Protein-Interaktionen (PAKter als eine der Untereinheiten
der NAD(P)H-Oxidase. Es ist wichtig fur deren Enaktivitdt und somit auch fir die
Produktion von ROS (,reactive oxygen species”; twakSauerstoffspezies) (Bokoch
und Diebold, 2002). ROS kdnnen p38-MAPK z.B. in &erocyten aktivieren (Chiwgt
al., 2001). Um zu untersuchen, ob Racl als Unterdinlee NAD(P)H-Oxidase Uber
die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies chstip38-MAPK und als Folge
davon BGN aktiviert, wurde die NAD(P)H-Oxidaseakiii mittels DPI
(Diphenyleniodoniumchlorid), einem pharmakologisthdnhibitor der NAD(P)H-
Oxidasen, gehemmt. Nach halbstindiger Vorbehandlumg verschiedenen
Konzentrationen an DPI wurden Panc-1-Zellen furn2éit TGFS1 stimuliert. Wie
oben beschrieben wurde der DPI-Effekt mittels RTRP@ir BGN und PAI-1
ausgelesen.

Wie Abb. 34 zeigt, reduziert dieses Agenz dosisabitadie durch TGH1 vermittelte
Induktion der BGN-Expression. Dieser Effekt ist Afisch fir BGN, da es bei PAI-1
zu keiner Reduktion kam und eine Konzentration ¥6nuM sogar den umgekehrten
Effekt hatte.

BGN PAI-1
L

O-7TGrp 25
W+ TGFB 20

1

Abb. 34: Der NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor DPI supprimiert die durch TGF-gl-induzierte
Expression von BGN.Panc-1-Zellen wurden eine halbe Stunde vor dertiddggen Stimulation mit
TGF$1, mit 1 oder 10 uM DPI behandelt. Nach der RNAisang wurde die Expression von BGN
und PAI-1 mittels quantitativer RT-PCR ermitteltieBes Experiment wurde zweimal mit nahezu
identischen Ergebnissen durchgefiihrt. In jedem Emxmmt erfolgten Dreifachbestimmungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standawgd@ichungen (*: p = 0,045).
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Als nachstes wurden mit DPI versetzte Panc-1-Zdilgnl h mit TGFB1 behandelt.
Mittels WB-Analyse konnte gezeigt werden, dass @shahier durch DPI zu einer
Reduktion von phospho-38 kam (siehe Abb. 35).

Abb. 35: DPI reduziert die
Aktivierung von p38-MAPK.

Panc-1-Zellen wurden nach ein 0 1 10
halbstiindigen  DPI-Behandlun DPI [uM]

(Konzentrationen: 1 oder 10 uM) TGF-B__ - + - + - +
fir 1 h mit TGFB1 behandelt p-p38 |« . e

oder unstimuliert belassen. Nac¢h
Lyse der Zellen wurde die Lysate t-p38 -M-
mittels WB- Analyse auf di

Phosphorylierung von p38-MAP
(p-p38) untersucht. Der Nachweis von gesamt-p388&) diente als Beladungskontrolle.

4.1.10 Effekte verschiedener Agonisten und Antagosten der ROS-Produktion auf
die TGF-p1-Regulation von BGN

Zur weiteren Klarung der Rolle der ROS-Produktidn die TGFB1-induzierte BGN-
Expression wurden Experimente mit verschiedenen R®&adikalfangern,
Antioxidantien bzw. anderen Chemikalien durchgefidiie dafiir bekannt sind, dass sie
die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase direkt oder inekt beeinflussen. Mittels
quantitativer ,real-time“-RT-PCR-Analysen wurdenchaBehandlung der Zellen die
relativen Konzentrationen der BGN- und PAI-1-mRNAesbmmt. Das
Antioxidationsmittel N-Acetyl-L-Cystein (NAC) rediert bei der hier verwendeten
Konzentration von 10 mM die durch T@H-induzierte Expression der BGN-mRNA
um 85 %. Bei einer NAC-Endkonzentration von 50 ndtlder Effekt von TGB1 auf
die BGN-mRNA-Expression komplett aufgehoben (sieheb. 36). Ein &hnlich
drastischer Effekt (die Reduktion der TGE-vermittelten BGN-mRNA-Expression)
konnte durch die Verwendung von Ascorbinsaure (1)nekzielt werden. Der Effekt
der beiden Antioxidationsmittel auf die BGN-Expriesswar in den gleichen Proben
deutlich starker als der Effekt auf die PAI-1-Exgsi@n. Auch der Radikalfanger Tiron
reduzierte bei einer Konzentration von 10 mM dehtldie durch TGRB1-induzierte
BGN-Expression (siehe Abb. 36). Die mikroskopisétrealyse zeigte, dass keine der
verwendeten Inhibitorkonzentrationen einen zytaolen Effekt auf die Zellen hatte.
Apocynin, ein Inhibitor der NAD(P)H-Oxidase, inhdsie bei einer Konzentration von
1 mM die TGFB1-Induktion der BGN-mRNA im gleichen Ausmal} (86%ieviDPI
(10 uM), welches als Positivkontrolle verwendet aeur
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Fur das BGN-Gen ist bekannt, dass es durch NOrignaxide®, Stickstoffoxid)
reguliert werden kann (Schaefer al, 2003). Da einige Effekte von Superoxid an der
Inaktivierung des Signalmolekiils Stickstoffoxid diggt sind und so zu einer
reduzierten NO-Verfugbarkeit fihren konnten, wurdds Effekt des iINOS-Inhibitors
S-M-Sulfat (10 uM) auf die BGN-mRNA-Expression umstgcht. Dieser Wirkstoff
besalR keinen Effekt auf die T@H-induzierte Expression von BGN. Neben p38-
MAPK ist auch NkB ein weiteres potenzielles redox-sensitives Pmnptdas durch die
von der NAD(P)H-Oxidase gebildeten ROS aktiviertdviKamata und Hirata, 1999;
Strozyk und Kulms, 2005). Aus diesem Grund wurde kéekt der Hemmung von
NF«B untersucht. Interessant ist, dass dexBHnhhibitor Pyrrholidondithiocarbamat
(PDTC) bei einer Konzentration von 50 uM teilwedie durch TGH1-induzierte
BGN-mRNA-Expression hemmt (siehe Abb. 36).
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Tiron Apocynin/DPI

N 14 N 14
é 12 é 12
< 10 < 10
é 8 E 8
c 6 £ 6
< 4 = 4
“ e = mm - EN

0+ 0+

Kontrolle 10 mM 100 mM 1mM 10 uM
Kontrolle Apocynin DPI
S-M-Sulfat PDTC

. 14 14
S N
e E
= v 10
=z 8 <Z( 8
% 6 x 6
= 4 E 4
x 2 ° 2

0 T o

Kontrolle 10 M Kontrolle 50 uM

Abb. 36: Effekte von verschiedenen Antioxidationsntieln und Inhibitoren der NADPH-Oxidase
bzw. redox-sensitiver Proteine auf die TGH1-vermittelte Induktion der BGN-mRNA. Panc-1-
Zellen wurden fir 24 h mit TGB1 und den angegebenen Substanzen behandelt. Naehdky Zellen
und RNA-Isolierung wurden die Proben mittels quatitier ,real-time“-RT-PCR auf die Expression
der BGN-mRNA untersucht. Im Fall der Behandlung delten mit NAC und Ascorbinsaure wurde als
Positivkontrolle auch die PAI-1-mRNA amplifizierDargestellt sind die Mittelwerte der relativen
mRNA-Konzentrationen und die StandardabweichungenDreifachbestimmungen.
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Dieser Befund lasst vermuten, dasscBFan der TGH31-Regulation von BGN beteiligt
ist. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass RO8asMROS-produzierende Enzym
NAD(P)H-Oxidase eine wichtige Rolle in der Reguwatider BGN-Expression durch
TGFf1 spielen, wahrend NO in den hier untersuchtenedelleinen Einfluss auf die

BGN-Expression besitzt.

4.1.11 Expression von Nox- und phox-Untereinheiteder NAD(P)H-Oxidase in

Panc-1-Zellen

Bis jetzt wurden verschiedene nichtphagozytischdlfAH-Oxidasen identifiziert, die

sich hauptséachlich durch verschiedene Nox-Isoforomgerscheiden. Mittels RT-PCR
wurde zunachst untersucht, welche Nox-IsoformeiRanc-1-Zellen exprimiert werden.
Interessanterweise exprimieren Panc-1-Zellen aHsemtiellen Untereinheiten der
NAD(P)H-Oxidase wie Nox2, p22* p47"*und p67"*sowie auch Nox4, Nox5 und
Racl (siehe Abb. 37). Die Untereinheiten Nox1 undB8nten weder in Panc-1-Zellen
noch in den als Kontrolle verwendeten frisch istéie Monozyten aus peripherem Blut
detektiert werden. Diese Daten zeigen, dass Pafelldn die wichtigsten

Untereinheiten des nichtphagozytischen Enzyms sxeren und daher sehr

wahrscheinlich die Fahigkeit besitzen, selbst RO$roduzieren.

PANC-1

Nox1 Nox3 Nox2 Nox4 Nox5 Rac1 p22phox  p47phox pg7Rhox

Monozyten
Nox phox

1 2 <] 4 5 p22 p47 p67 Racl

Abb. 37: Expression verschiedener NAD(P)H-Oxidase-ifereinheiten in Panc-1-
Zellen. Mittels semiquantitativer RT-PCR-Analyse wurdegrigihe Mengen an cDNA von
Panc-1-Zellen und frisch isolierten Blutmonozyteri die Expression der verschiedenen
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten untersucldben Fir Panc-1 wurde das Gel mit
Proben aus zwei unabhéngigen PCR-Reaktionen fi@sj@timerpaar (siehe Kap. 2.10)
beladen.
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4.2 Die Rolle von TGFB bei der Tumorprogression

4.2.1 Charakterisierung der ALK5-Mutante caRImL45 in Bezug auf die Smad-
und die p38-MAPK-Aktivierung in Panc-1-Zellen

TGF$ kann als Tumorsuppressor und als Tumorpromotokemir In einem frihen
Stadium der Karzinogenese besitzt TGBEme antiproliferative Wirkung auf epitheliale
und lymphoide Zellen, die allerdings wahrend der mdrprogression durch
verschiedene Mutationen in Tumorsuppressor- odetoFdnkogenen in den meisten
Tumoren verloren geht. Hier sollte geklart werdamyiefern die durch TGEB1
vermittelte Aktivierung der ALK5-Kinase bzw. der&mad-aktivierende Funktion in
Pankreaskarzinomzellen an der Tumorsuppression @m der Regulation
metastasierungs-assoziierter Gemeitro undin vivo (SCID-Mausmodell) beteiligt ist.
Fur die in vitro Experimente wurde die gut charakterisierte TgFesponsive
Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 gewahlt, die rmgmtativ fur ein frihes
Tumorstadium ist.

Flr Untersuchungen des Effektes von ALKBRI) auf die durch TGHBl1-induzierte
Smad-vermittelte Wachstumsinhibition, anti-Angiogee und die Metastasierung
wurden Panc-1-Zellen verwendet, die stabil caALKderocaRImL45 exprimieren.
Mittels anti-ALK5-WB-Analyse erfolgte zunachst édecreening der Einzelklone auf die
Expression der Mutanten. Wie Abb. 38 zeigt, sinel Broteinspiegel der Mutanten in
den Panc-1-Zellen ca. 4-fach hoher als die des emdogTyp I-Rezeptors in den Panc-
1-WT-Zellen bzw. den Leervektor-(TJM) exprimierend€ontrollzellen.

caALK5 caRImL45
Klon# 19 22 42 56 60 62 5 12 17 20 27 44 Vv WT

ALK5 | - c— S e | c— --- — e e

B-Aktin — e — e —— —— — —|

P-SmMad2 = - — —— ——-—'.

1-SmMad? [ e a— — — ——— . — —— — —

Abb. 38: WB-Analyse fir ALK5 und phospho-Smad2 (p-#had2) mit Zelllysaten aus Panc-1-
Einzelklonen, die stabil caALK5 oder caRImL45 exprimierten. Die relative Proteinexpression von
ALK5 und p-Smad2 wurde relativ zu den geladenen déenvon p-Aktin und gesamt-Smad?2
(t-Smad2) und durch den Vergleich mit den Leervekiprimierenden (V, TIM) Panc-1-Zellen oder
den Panc-1-WT-Zellen (WT) beurteilt.
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Zur Uberpriifung der Funktionalitat der beiden Kouste wurde ihr Einfluss auf den
Smad-Signalweg untersucht. Durch eine WB-Analysank®, wie erwartet, gezeigt
werden, dass die basalen Spiegel von p-Smad?2 icaibK5 exprimierenden Panc-1-
Zellen hoher als in den caRImL45-exprimierenderniefekind; letztere unterscheiden

sich nicht von den Kontrollen (siehe Abb. 38).

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen depp&h Expression von caRImL45
fur die Ligand-induzierte Aktivierung von endogen&bK5 untersucht. Dazu wurden
zunachst vier verschiedene caRImL45-stabil-expriemde Klone fir 30 und 60 min
mit TGF{31 behandelt und anschlielRend die Menge an phodmrteyn Smad2 mittels
WB-Analyse bestimmt. Die Expression von caRImL4%ibwachtigte effizient die
Aktivierung von Smad2, wobei sich die deutlichskdfekte in den beiden Klonen mit
der starksten Transgen-Expression (#17 und #44eskbb. 39) zeigten. Dieses
Ergebnis deutet daraufhin, dass die Mutante caRImb4&iner dominant-negativen

Weise die Smad-Aktivierung durch den endogenen VEZeRtor unterdrickt.

caRImL45
WT Klon #44 Klon #17

TGF-f [min] O 30 60 0 30 60 0 30 60
p-Smad2 | — —

t-Smad2 IM

Abb. 39: Untersuchung der Wirkung von caRImL45 auf die TGFf1l-induzierte Aktivierung
von Smad2. Die Panc-1-WT-Zellen und zwei der caRImL45-stalxipemierenden Klone aus
Abb.38 wurden unter serum-reduzierten Bedingung@éndie angegebenen Zeiten mit TGE-
behandelt, lysiert und mittels WB-Analyse auf digpEession von p-Smad2 untersucht. Auch hier
wurden die relativen Mengen an p-Smad2 durch eWemleich mit der Expression von gesamt-
Smad?2 abgeschatzt.

4.2.2 Vergleich der Effekte von caALK5 und caRImL45auf die Smad-abhéngige

Regulation verschiedener TGHB-responsiver Gene

Um festzustellen, ob die Entfernung der Smad-biddanFunktion in ALK5 die
erwartete Wirkung auf die Genexpression zeigt, warttansiente Co-Transfektionen
mit Smad2/3-responsiven Reportergenen und Expresgdasmiden fir caALKS und
caRImL45 durchgefuhrt. Wie schon zuvor gezeigthsiKap. 4.1.3), konnte die ektope

Expression von caALK5, im Gegensatz zur Expression caRImL45, die durch
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TGF{1-induzierte Aktivierung des p6SBE-Luc-ReportersPianc-1-Zellen imitieren.
Um herauszufinden, ob die Expression von caALKSadst, um dasviyc-Gen auf
Transkriptionsebene zu hemmen (was eine Voraussgtitundie p2Y™-Induktion
darstellt (Claassen und Hann, 2000)), wurden tesusiCo-Transfektionen mit pMYC-
TA-Luc zusammen mit caALK5, caRImL45 oder pcDNA3e@rvektor) durchgefuhrt
(siehe Kap. 3.6). Wie in Abb. 40 gezeigt, unterétimALKS5 die Aktivitat desMyc-
Promotors, wahrend caRImL45 den Effekt von exogeriggF{1 abmildert, was
erneut auf die dominant-negative Beeintrachtiguregy &mad-Signalweiterleitung
hindeutet.

Weiterhin konnte mittels Co-Transfektion von pSmadi¢- (zusammen mit caALKS5,
caRImL45 oder pcDNA3) und anschlieBendem Luzifereasgay (siehe Kap. 3.7)
gezeigt werden, dass caALK5, im Gegensatz zu daramte mit dem Defekt in der
Smad-Bindung, auch die Reportergen-Aktivitat dea@mPromotors ohne Zugabe von
TGF$1 induziert, was deutlich macht, dass caALK5 denskriptionelle Induktion

dieses Gens durch TGFin Pankreaszellen nachahmen kann (siehe Abb. 40).

_TA- : U -TGF-p1
3 . plv'lxc TA-luc | pSmna<d7 Luc . WiTerp
:g 120 |—D—| r"-sﬂ ru'j*l
% 100
g 80
S 60
£ a0
3 2
Vektor caALK5 caRImL45 Vektor caALK5 caRImL45

Abb. 40: Die ektope Expression von caALKS5 beeinflist die transkriptionelle Aktivitat von Myc -
und Smad7-Reportergen-Konstrukten.Panc-1-Zellen wurden mittels Lipofectamine Plus¢rant
mit Myc- oder Smad7-Promotor-Firefly-Luziferase-Fusplasmiden und Leervektor, caALK5 oder
caRImL45 zusammen mit pRL-TK co-transfiziert: 2édch der Transfektion erfolgte eine Behandlung
mit TGFH1 fur weitere 24 h. AnschlieBend wurden die Zellgsiert und fur die Luziferase-
Aktivitatsmessung weiterverarbeitet (siehe Kap.3D@rgestellt sind die Mittelwerte von sechs Wells
aus einem von drei durchgefuhrten Experimentep<@,05; **: p<0,005; n.s.: nicht signifikant).

Die Weiterleitung des TGB-Signals an den Zellzyklus wird in pankreatischetleh
primar Uber die Aktivierung des Smad-Signalwegesd wter nachgeschalteten
Aktivierung der cdk-Inhibitoren p2¥** (Vosset al, 1999) und/oder pZ¥* (Boyer
und Korc, 2005) vermittelt. Aus diesem Grund wurdke in der Abb. 38 gezeigten
Einzelklone mittels WB-Analyse auf die Expressionnv@2l¥™ und p2#*™
untersucht. Wie Abb. 41 zeigt, ist caALK5 in dergea die Expression des p2f*-
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Proteins ohne TGB1-Stimulation zu induzieren. Die Proteinspiegel evadeutlich
hoher als die in den caRImL45-exprimierenden Padellen und den Kontrollen,
wahrend die Expression von p&7# unbeeinflusst blieb (siehe Abb. 41).

Auch ERK MAPKs sind in die Kontrolle der Zellpradifation durch TGH- involviert
(Derynck und Zhang, 2003). Mittels WB-Analyse kanrgezeigt werden, dass die
pPERK1/2-Spiegel in den caRImL45-Zellen relativ 2nd/ektorkontrollen sogar erhoht
waren (siehe Abb. 41), was auf eine direkte Aktivigy von ERK durch die RImL45-
Kinase-Doméane oder eine indirekte Aktivierung dudib Derepression der Smad-
Inhibition hinweist (siehe Diskussion). Diese Ergisise bestéatigen, dass verschiedene
Proliferations- und Zellzyklus-assoziierte Gene ottur TGF/ALKS in ihrer
transkriptionellen Aktivitat modifiziert werden urhss diese Effekte auch durch die

aktivierte ALK5-Kinase imitiert werden kdnnen.

caALKb5 caRImL45
Klon# 19 22 42 56 60 5 12 17 20 44 V WT
p21WAFL bﬂ-gﬁ — — e |
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p27KIP1|¢‘ T —— —---d

3-Aktin | . —— — ---&-——‘f

caALK5 caRImL45
Klon# 19 22 42 56 60 62 5 12 17 20 27 44 WT
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Abb. 41: Untersuchung des Effektes von caALK5 undaRImL45 auf die Expression von Genen,
die an der durch TGF1l-vermittelten Wachstumsinhibition beteiligt sind. Eine Reihe von
Einzelklonen, die stabil caALK5 oder caRImL45 expigrten, wurden mittels WB-Analyse auf die
Expression der cdk-Inhibitoren p2X™ und p2#** und auf die Aktivierung von ERK1/2 mittels eines
phospho-ERK-spezifischen Antikdrpers (p-ERK, siehabelle 2) untersucht. Der Nachweis von
B-Aktin und gesamt-ERK2 (t-ERK2) zeigte, dass venyibare Proteinmengen eingesetzt wurden
(p21VA7L- und p2#"™1-Antikdrper: siehe Tabelle 2).

4.2.3 Die Expression von caALK5 kann den proliferabnshemmenden Effekt von
TGF-B1 in Panc-1-Zellen imitieren

Zuvor wurde gezeigt, dass caALK5 den Effekt von FFauf die Smad-abhangige

transkriptionelle  Aktivierung/Repression von velsdenen Proliferations- und
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Zellzyklus-assoziierten Genen imitieren kann. Zubekpriifung, ob die ektope

Expression der beiden Mutanten, caALK5 und caRImldés Wachstumsverhalten von
Panc-1-Zellen (ohne Zugabe von TGE- unter Standardkulturbedingungen (Medium
mit 10 % FCS) beeinflusst, wurde die Zellprolifésat mittels Zellzahlung und

Proliferations-Assay (EZ4U) charakterisiert. DiellZghl der Panc-1-WT-Zellen und

der caRImL45-exprimierenden Zellen stieg innerhaibn sechs Tagen deutlich
schneller an als die Zellzahl der caALK5-exprimieten Zellen (siehe Abb. 42).

Durch Messung der mitochondrialen Aktivitat, die audéranderungen im ATP-

Verbrauch basiert, wurden mittels eines ProlifersatAssays (EZ4U) &hnliche
Ergebnisse erzielt. Die beiden Klone, die die htaihsSpiegel an caRImL45

exprimierten (Klon #17 und #44), wuchsen schnellsrdie WT-Zellen (siehe Abb. 42).
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Abb. 42: Die Smad-aktivierende Funktion von ALKS5 ig notwendig fur die durch TGF-p1-
induzierte Wachstumsinhibition. Links Die Zellen (0,5 x 1f) der untersuchten Einzelklone wurden
in 12-Well-Platten in normalem Wachstumsmedium agéy bis zu den angegebenen Zeitpunkten
inkubiert und anschlieRend trypsiniert und gezdbér Zeitpunkt sechs Stunden nach der Anheftung
der Zellen galt als Tag 0. Die dargestellten Mittte und Standardabweichungen stammen aus
jeweils drei Wells.Rechts Die gleichen Einzelklone und die Kontrollen (Pdnr@VT und Vektor
(TIM)) wurden in 96-Well-Platten ausgesét. Alle zwege wurde das EZ4U-Reagenz zu dem
Medium in jedes Well gegeben. Nach einer Inkubat@niode von 4 h wurde die OD bei 450 nm
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und &iestabweichungen von jeweils sechs parallel
behandelten Wells.

Diese Ergebnisse bestéatigen die Hypothese, dass mEeKinase-Aktivitat auch die
Smad-aktivierende Funktion von ALKS5 fur den antlgevativen Effekt bendtigt wird,
was sich auch in der Smad-abhangigen Regulation worschiedenen

wachstumskontrollierenden Genen widerspiegelt.
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4.2.4 Die Expression von caALKS5 imitiert den Effektvon TGF-p1 auf Gene, die in
die Neoangiogenese, EMT und Invasion/Metastasierungvolviert sind

Fir Smad-vermittelte TGPB1-Signale wurde gezeigt, dass sie eine tumor-
supprimierende Funktion besitzen, in dem sie dieoadgiogenese inhibieren
(Schwarte-Waldhofet al, 2000). TGH1 induziert dabei sowohl die Expression von
VEGF-A, einem wichtigen pro-angiogenen Faktor alscha die Expression von
Thrombospondin-1 (TSP-1), einem Inhibitor des Turetiwachstums und der
Angiogenese. Fur TSP-1 wurde gezeigt, dass es VE@E&mmittelte Wirkungen
antagonisieren kann (Lawler, 2000; Bornstein, 2001)

Mittels quantitativer real-time PCR (siehe Kap. 8)3ind den entsprechenden Primern
(siehe Kap. 2.10) wurden die relativen Expressipiegel von TSP-1 und VEGF-A
ermittelt. In unstimulierten Kontrollzellen betruas Verhaltnis von TSP-1/VEGF-A
anndhernd 1, wahrend es in den caALK-exprimierendglien (Klon #5 und Pool)
deutlich >1 und in allen der caRImL45-exprimieremd€lone << 1 war (siehe
Abb. 43).

O -TGF-B1
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Abb. 43: caALKS5 imitiert den Effekt von TGF- Bl auf Marker der NeoangiogeneseDie Expression
von TSP-1 und VEGF-A wurde nach der RNA-Isoliering den angegebenen caALK5-, caRImL45-,
den Leervektor (V)-exprimierenden Klonen und demd&WT-Zellen mittels quantitativer real-time
RT-PCR ermittelt. Links die caALK5-exprimierenden Zellen zeigten im Veigh mit den
unbehandelten Kontrollen und den caRImL45-exprieriden Zellen erhéhte Spiegel an TSP-1-mRNA.
Rechts:Es konnte eine Induktion der VEGF-A-mRNA den mit TGFB1 behandelten Panc-1-WT-
Zellen und in dem Klon #56, der stabil caALK5 expigrte, beobachtet werden. Dargestellt sind die
Mittelwerte der relativen mRNA-Konzentrationen undlie Standardabweichungen von
Dreifachbestimmunge

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Akiivjervon Smads in diesem

Zellsystem eher zu einer anti-angiogenen Wirkungtf(giehe auch Diskussion).
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In friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass-Patetlen auf TGH3-Behandlung

in vitro mit EMT und einer moderaten Zunahme des migratbeis und invasiven
Verhaltens reagieren (Ellenriedetr al, 2001a). Allerdings war der Beitrag der Smad-
Signalwirkung fur die EMT umstritten, da kirzlickerxhtet wurde, dass Smad4 fir die
durch TGFB1l-induzierte EMT in einer anderen Pankreaskarziredime, Colo-357,
und in HaCaT Keratinozyten (Levy und Hill, 2005) ine Bedeutung hat.
Interessanterweise konnte das klassische morpisclogi Merkmal der EMT, die
spindelférmige Gestalt, nur in den caALK5-stabiparierenden Zellen und nicht in

den caRImL45-exprimierenden Zellen beobachtet we(diehe Abb. 44).
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Abb. 44: Die caALK5-exprimierenden Zellen weisen mgphologische Merkmale der EMT auf.
Lichtmikroskopische Darstellung reprasentativer Irdskn-Ausschnitte von Panc-1-caALK5 (Klon
#56), Panc-1-caRIml45 (Klon # 44) bzw. der Panc-I-¥éllen (100-fache VergréRerung).

AulRerdem konnte mittels real-time RT-PCR fir dig¢ mGF{$1 stimulierten Panc-1-
WT-Zellen und die caAKL5-Zellen eine Reduktion ierdexpression des epithelialen
Markers E-Cadherin gezeigt werden (siehe Abb. 45).

Gleichzeitig konnte eine Zunahme der Expression mesenchymalen Marker N-
Cadherin und Vimentin beobachtet werden (siehe ABb.Nakajimaet al, 2004). In
den caRImL45-exprimierenden Zellen traten diesedW@erungen nicht ein, wobei in
einem der Klone (#5) sogar ein gegenlaufiger Trender Regulation dieser Gene zu
beobachten war (siehe Abb. 45).
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Abb. 45: Expression von EMT-Markern in TGF-g1 behandelten WT-, unbehandelten caALK5-
und caRImL45-exprimierenden Panc-1-ZellenEs wurde RNA au®anc-1-WT-Zellen, die fir 24 h
mit TGF{1 behandelt waren, und RNA aus caALK5-, caRImL4Bd Weervektor-exprimierenden
Panc-1-Zellen  mittels  quantitativer real-time RTHPC auf die Expression von
E-Cadherin, N-Cadherin und Vimentin untersucht. deatellt sind die Mittelwerte der relativen
mRNA-Konzentrationen und die Standardabweichungeon vDreifachbestimmungen nach
Normalisierung auf die beiden ,housekeeping“-Gp#iktin und TATA-box binding Protein.

Es ist bekannt, dass die Behandlung von Panc-&Zellit TGFB1l zu einer starken
Induktion der Expression und Aktivitat der Matrixethlloproteinase-2 (MMP-2) und
dem Urokinase-Plasminogen-Aktivator (UPA)-Systenrtilbetzteres besteht aus uPA
und PAI-1, wobei PAI-1 im duktalen Pankreaskarzinamerexprimiert wird (Rowland-
Goldsmithet al, 2002). Werden MMP-2 und uPA/PAI-1 inhibiert, dakommt es zu
einer signifikanten Reduktion der durch TEinduzierten Invasivitat dieser Zellen
(Ellenriederet al, 2001a). Aus diesem Grund wurden Panc-1-caALKIBr{& #56, #19
und Pool), Panc-1-caRImL45 (Klone #17, #44) undcPaiTJM durch quantitative
real-time PCR-Analysen auf die relative mRNA-Exgies von MMP-2 und PAI-1

untersucht.
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Abb. 46: caALKS5 imitiert den Effekt von TGF-B1l auf Gene der
Metastasierung. Es wurde RNA aus denselben caALK5- und
caRImL45-exprimierenden Klonen wie in Abb. 46 isdli und im
Vergleich zu der RNA aus den Vektorkontrollzelleittels quantitativer
real-time RT-PCR auf die Expression von MMP-2 und\l-P
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte detatigen MRNA-
Konzentrationen und die Standardabweichungen von
Dreifachbestimmungen nach Normalisierung auf die idde
»housekeeping“-Genp-Aktin und TATA-box binding Protein.

Abb. 46 zeigt, dass die Expression von MMP-2 undl-PAn den caALK5-

exprimierenden Zellen (hauptsachlich Klone #56 uti®) im Vergleich zu den
Vektorkontrollen und den caRImL45-exprimierendetieteernéht war. Offenbar kann
also caALK5 ein Genexpressionsprofil induzierens dharakteristisch fur Zellen mit

erhohtem invasiven Potential ist.

4.2.5 ALK5 supprimiert zwar das Tumorwachstum, stegert aber gleichzeitig die
Metastasierung in einem orthotopen Xenotransplantabnsmodell des duktalen

Pankreasadenokarzinoms

Der Effekt der ektopen Expression von caALK5 unRloalL45 auf das Wachstum der
Panc-1-Zellen wurde aucin vivo in einem orthotopen SCID-(,severe combined
immunodeficiency disease®) Maus-Modell untersucliellen von jeweils acht

Einzelklonen jedes Konstruktes wurden im gleichesrhltnis gemischt und in das
Pankreas von immundefizienten Mausen injiziert. INa8 Tagen wurden die Tumore

chirurgisch entfernt und deren Volumen, Prolifevasindex und Kapillardichte
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bestimmt. Die Tumore der Panc-1-WT-Zellen warenastwroRer (Mittelwert: 183

mm°®, SD: 71 mm) als

die der caRImL45-transduzierten Zellen (Mitest: 147 mnf,

SD: 95 mni). Allerdings war dieser Unterschied nicht stasisti signifikant (p=0,31)

(siehe Abb. 47). Im

exprimierenden Panc-

signifikant kleiner als

exprimierenden Panc-

Abb. 47: Durch-
schnittliches Tumor-
volumen von orthotop

gewachsenen Panc-1-Zell- - -
pools  (n=6  Mause/ 300 ; | = 0'01| |P 0.025

Gruppe) in SCID-Mausen
nach 28 Tagen.

Oben Dargestellt sind di
Mittelwerte * SD de

jeweiligen Tumor-
volumina. Die p-Werte
wurden mittels des Mann-

Whitney-U-Tests errechn

und deuten auf eine 50 1
signifikante ~ Wachstums-
inhibition durch die ektope

Expression von caALK
hin.

Gegensatz dazu waren die Tumdre aus den caALK5-
1-Zellen entstanden waren éMiért: 58 mm, SD: 39 mn),
die aus den WT-Zellen (3, und die aus den caRImL45-
1-Zellen entstandenen Tumei@Q@5) (siehe Abb. 47).

I P=0.31 I

e
r

Volumen [mm?]
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Bei allen Xenograft-Tumoren, die von den untersticben Genotyp-Gruppen der

Panc-1-Zellen gebildet wurden, handelte es sichméflig bis schlecht differenzierte

Adenokarzinome.

Abb. 48 Expression der
ALK5-Mutanten in den
Xenograft-Tumoren.

Lysate aus Tumorgewele
von jeweils zwei Mause
aus jeder Gruppe wurdgn
mittels WB-Analyse auf di¢
Expression von  ALKS5

WT CaALK5 caRImL4

Tumor

W ALK |= -—iﬂ
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untersucht, um zu zeigen,

dass die ALK5-Mutanten audh vivo weiter exprimiert werden. Der Nachweis p#\ktin diente als

Beladungskontrolle
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Durch WB-Analyse (Abb. 48) und Immunhistochemie BAB49) konnte bestatigt
werden, dass die ALK5 Mutanten in den von PancAk&®d und —caRImL45

generierten Tumoren nach wie vor exprimiert wurden.

Kryoschnitte
ALKS
Ko :
"?. kg ‘o.i -.;“(;,‘;]f
[ “'.“!‘.ﬁniv '.

LR I 2.

Abb. 49: Immunhistochemischer Nachweis von ALK5 inSchnitten eines
Tumors, der aus den caALK5-exprimierenden Panc-1-Zéen entstanden
ist (Panc-1-caALK5 Tumor #3) Die Farbung erfolgte wie in Kap. 3.10.1
beschrieben. Co: Kontrolle (Kaninchenserum). 4@waVergrofRerung.

Um ein Mal3 fur die Proliferationsaktivitat der Turpellen in den Xenograft-Tumoren
zu erhalten, wurden Farbungen mit dem Proliferatiar&er Ki-67 durchgefuhrt (siehe
Kap. 3.10.1). Die Ki-67-Farbung war in den zentnalRegionen der Tumore schwacher
und in den Randregionen starker ausgepragt, wabevah den Panc-1-RImL45 und
den Panc-1-WT-Zellen abstammenden Tumore einen r@dhenitotischen Index
aufwiesen als die Tumore, die sich aus den caAlk&imierenden Zellen
entwickelten (siehe Abb. 50).
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Abb. 50: Mitotischer Index der von Panc-1-caALK5-, Panc-1-
caRImL45—exprimierenden und Panc-1-WT-Zellen abstamenden
Tumore. Der Proliferationsindex der Tumore wurde nach Féagbues
nuklear lokalisierten Ki-67-Antigens (Anfarbung dégllkerne) mit Hilfe der
APAAP-Methode (siehe Kap. 3.10.1) durch Auszéhlen 200 Tumorzellen
in drei ,hot spots” jedes Kryoschnittes bei ein®04achen VergréRerung
ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD.

Auch die Dichte der Kapillaren, die durch die immisttchemische Darstellung des
endothelialen Markers CD31/PECAM-1 abgeschatzt wisiehe Kap. 3.10.1), war in

den Tumoren, die von den caALK5-exprimierenden Phadellen abstammten,

geringer als in den Tumoren aus den Kontrollzel2as deutet darauf hin, dass die
Angiogenese in diesen Tumoren reduziert war (sidbé. 51). Dieses steht im

Einklang mit der geringeren Tumorgré3e und der ejgstten Expression des
Angiogenese-Inhibitors TSP-1 in diesen Zellewitro.
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Abb. 51: Farbung von Kryoschnitten aus den in Abb.47 gezeigten
Tumoren mit CD31 zur Bestimmung der Mikrogefal3diche. Es wurde die
Anzahl der Mikrogefa3e pro Gesichtsfeld in funf tepots” jedes Schnittes
bei einer 400-fachen VergréRerung ermittelt. Dagjltsind die Mittelwerte +

SD in Prozent

Interessanterweise bildeten die von Panc-1-caALKEBeA abstammenden Tumore
zahlreiche Lebermetastasen aus (siehe Abb. 52). dg@indechs Méause, denen Panc-1-
caALK5-Zellen eingespritzt wurden, wiesen grol3e &d&sen auf (mittlere GroRRe:

11,9 mnf; SD: 13 mni). Im Gegensatz dazu waren die Mause, denen die- REYT-

Zellen injiziert wurden, metastasenfrei und nur zwen sechs Mausen, denen die
caRImL45-exprimierenden Zellen
Lasionen auf (mittlere GroRe:1,8 MinSD: 2,8 mni). In anderen Organen wurden

keine Metastasen gefunden.

injiziert wurden, esen kleine metastatische
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Abb. 52: Mittleres Volumen der Lebermetastasen.Dargestellt ist das mittlere
Volumen der Lebermetastasen, die von den Tumoremabe SCID-Mause injizierten
Zellen (Panc-1-WT, Panc-1-caALK5, Panc-1-caRIm4bjtammen. Die WT-Zellen
waren metastasenfrei. 5/6 der mit Panc-1-caALKS3zigjten Mause hatten groRle
Metastasen, wahrend 2/6 der mit Panc-1-RImL45 plansierten Mause metastatische
Lasionen geringer Grof3e aufwiesen.

Ingesamt zeigen die in dieser Studie prasentidbi@aen, dass die Smad-aktivierende
Funktion von ALKS5 Voraussetzung ist, um die antlfevativen und die anti-
angiogenen Effekte von TGF-n vitro und in vivo zu vermitteln. Da die Mutante
caALKS5 allerdings die Metastasenbildung fordertpikanan daraus schlie3en, dass der
Smad-Signalweg in Bezug auf den Primartumor arkegene, in Bezug auf die
Metastasenbildung aber pro-onkogene Wirkung besitzt
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5. Diskussion

5.1 Die TGF$-Signaltransduktion am Beispiel des mesenchymalen
Markers Biglykan (BGN)

TGF$1 ist an der Regulation grundlegender zellularesz€sse wie Proliferation,
Angiogenese, Apoptose und , Turnover® der extrat@éten Matrix beteiligt. Unklar ist
bis heute, wie TGIB- Uber seine beiden RezeptorefRN und ALK5 eine solche
Vielzahl von Prozessen zu regulieren vermag, diatmur vom Zelltyp, sondern auch
von dessen Differenzierungsstatus und VorkommenerandZytokine abh&ngen.
Teilweise konnen die pleiotropen Effekte von T@BEadurch erklart werden, dass der
intrazellulare  Smad-Signalweg, z.B. durch den Qabiss mit anderen
zelltypspezifischen Signaltransduktionen, modifizigerden kann.

Die Weiterleitung des TGB-Signals kann Smad-abhéngig oder auch —unabhangig
erfolgen. Bei dem kleinen leucinreichen ProteoglykBGN, das durch TGB1
induziert wird, handelt es sich um einen mesenclgmistarker, der im Zuge der EMT
(epitheliale-mesenchymale Transdifferenzierung) reapfliert wird. Andere EMT-
Marker wie N-Cadherin und Vimentin werden transkapell durch TGHB1 Uber den
Transkriptionsfaktor Snail induziert. Ungefroren ukdull konnten zeigen, dass die
TGFf1-induzierte BGN-Erhéhung nicht transkriptioneljnslern post-transkriptionell
(z.B. durch pra-mRNA-Prozessierung und/oder nukledexport) erfolgt und somit
anderen Mechanismen gehorcht (Ungefroren und Kr@8g).

Es stellte sich heraus, dass die Regulation von Bieikh TGFB1 komplex und
abhangig von der Aktivierung des Smad- (Clegnal, 2002) und des p38-MAPK-
Signalweges (Ungefrorest al, 2003) ist. Beide Signalwege sind Uber das ,stres
response” Gen GADD4b miteinander verkniupft (Ungefroreet al, 2005). Da die
Weiterleitung des TGIB1-Signals uber die beiden TG¥FRezeptoren (BRIl und
TBRI/ALKS5) erfolgt, wurde zunachst die Rolle von ALKI®i der Regulation von BGN

durch TGFB in duktalen Pankreaszellen analysiert.
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5.1.1 Die Smad-aktivierende Funktion und die Kinadenktion von ALKS5 sind
Vorraussetzung fur die Aktivierung von p38 MAPK und die Hochregulation der
BGN-mRNA.

Durch die Verwendung von verschiedenen Mutante {Bl, kdALK5) sowie eines
spezifischen pharmakologischen Inhibitors (SB43154%he Abb. 11) wurde
nachgewiesen, dass dgRll (siehe Abb. 10) sowie die Kinaseaktivitat urid 8mad-
aktivierende Funktion von ALK5 (siehe Abb. 12, A4IR) notwendig fur die Induktion
der BGN-Expression sind.

Chen und Mitarbeiter (2002) haben gezeigt, dassoBbwlie Expression von
funktionellem Smad4 als auch die Aktivierung voi8gB8ngefroreret al, 2003) fir die
Regulation von BGN durch TGF1 erforderlich sind und dass die Aktivierung vor8p3
der Smad-Aktivierung nachgeschaltet ist (Ungefroetnal, 2003). Um die Smad-
Abhangigkeit von p38 und BGN auf der Ebene der Bezen zu bestatigen, wurde
untersucht, ob die Fahigkeit von ALK5, nach Ligamiedung p38 zu induzieren und
die BGN-Expression auszulésen, auf der direkteniviung von Smads durch die
ALK5-Kinase beruht. Zu diesem Zweck wurden Zellemwendet, die eine von ALK5
abstammende Mutante (caRImL45) mit einer intakteanae-Doméne und einem
Defekt in der Smad-Bindungsstelle exprimierten. gkuhd dieses Defekts in der L45-
Schleife ist die Mutante nicht in der Lage, das &wesponsive Reporterplasmid
p6SBE-Luc (siehe Abb. 15) zu induzieren oder digrRads durch Phosphorylierung zu
aktivieren (siehe Abb. 14) (Yat al, 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass es in Panc-1-Zellen, die diese Mutante trahemer stabil exprimierten, zu keiner
Aktivierung von p38 und folglich auch nicht zu ein@enexpression von BGN kam
(sieche Abb. 14 und Abb. 16). Diese Ergebnisse unte dSmad4-
Rekonstitutionsexperimente aus friheren Untersupdiun(Ungefrorenet al, 2003)
deuten darauf hin, dass die Smad-aktivierende Famkon ALK5 entscheidend fir die
Aktivierung von p38 und die Induktion von BGN istdidass die p38-Aktivierung in
den Panc-1-Zellen Smad-abhangig und nicht Smadh#magjg verlauft, wie es
beispielsweise fir Brustdrisen-Epithelzellen (NMuM&len) der Maus beschrieben
wurde (Yuet al, 2002).

Itoh und Mitarbeiter (Itoket al, 2003) haben durch Experimente mit ahnlichen Smad
bindungsdefizienten ALK5-Mutanten festgestellt, sladie Aktivierung des p38-
Signalweges in R4-2 Nerz-Lungenepithelzellen ablgingon einer intakten
L45-Schleife des Rezeptors ist.
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5.1.2 Die durch TGF#1l-induzierte Aktivierung von p38-MAPK und
Hochregulation von BGN sowie die Aktivierung von Ral sind abhéngig von der

Zelladhasion.

Als nachstes wurde der Einfluss der Zelladhasiahder kleinen GTPase Racl fir die
TGF$1-Wirkung auf BGN untersucht. Abb. 53 zeigt, wiecRan das Netzwerk der
Signalwirkung von TGH1 auf die BGN-Expression integriert ist.

Die Zelladhasion und die Racl-Aktivierung wurden dieser Arbeit als wichtige
Faktoren fur die Regulation von BGN durch T@E-Uber die Aktivierung von p38
identifiziert, wodurch auch hier die entscheideridenktion der p38-Kinase flr die
Regulation von BGN durch TGF1 deutlich wird (Ungefroreet al, 2003).

Experimente, in denen Panc-1-Zellen auf poly-D-hybeschichteten Platten (nicht-
Integrin-bindendes Polypeptid) gewachsen waregterj dass auch die Regulation von
BGN durch TGHB1 abhangig von Interaktionen zwischen Integrinerd wther
extrazellularen Matrix sein konnte, da in diesefieteder Effekt von TGHB1 auf die
BGN-Expression deutlich reduziert war (siehe Abb). 2Veiterhin konnte durch einen
Racl-Affinitats-Prazipitations-Assay (siehe Abb. 8@monstriert werden, dass es nur
in adharenten Zellen zu einer GTP-Beladung von Raod, was darauf hindeutet, dass
die Adhasion/Integrin-Signalwirkungen eine Vorauwsseg fir die Aktivierung von
Rac1l darstellen.

Mogliche Kandidaten konnten dgelntegrine, insbesondefd -Integrine, sein, da diese
sowohl notwendig als auch ausreichend fur die dumtbgrine-ausgeldste Beladung
von Racl mit GTP sind (Berrieet al, 2002). Weiterhin ist bekannt, dass die
B1-Integrine wichtig fir die durch TF@G-4nduzierte p38-Aktivierung sind (Bhowmick
et al, 2001).

Ein interessantes Phanomen ist die funktionelleduag des TGB/Smad/GADD4B-
und des Racl/p38-Signalweges. Es konnte gezeigiewedass die TGB-Rezeptor-
vermittelte Signalwirkung und die Smad2/3-Phosphe@myng in nicht-adharenten
Panc-1-Zellen (siehe Abb. 18) und in adhérentenlRdA&N-transduzierten Panc-1-
Zellen (siehe Abb. 26) nach Behandlung mit TEFerhalten blieb. AuRerdem wurden
zwei klassische Zielgene von TGHE; PAI-1 und GADDA4B, die unabhéngig von der
p38-Aktivierung Uber Smads induziert werden, unteins. Dabei wurde
herausgefunden, dass deren Induktion durch FGReder durch die Kultivierung der
Zellen in Suspension (siehe Abb. 19) noch durchEkpression von dnRacl (siehe
Abb. 27) negativ beeinflusst wird.
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Abb. 53: Integration von Racl in das Signalflussmoell der BGN-Induktion durch TGF- 1.
Die Induktion von BGN Uber GADD4berfolgt wie unter Abb. 2 beschrieben. Die Aktiviag
von p38 und BGN erfordert zusatzlich die durch T@aFstimulierte Aktivierung von Racl, welche
wiederum abhangig von der Zelladhadsion/Integrinatimn ist. Aktiviertes Racl wirkt
wahrscheinlich durch die Aktivierung der NAD(P)H-@ase (Nox) und die damit verbundene
ROS-Produktion auf die p38-Signalkaskade ein. Waitekonnte in dieser Studie gezeigt werden,
dass wahrscheinlich auch der TranskriptionsfaktexBy der zelluldare Effekte von ROS vermitteln
kann, an der TGB1-vermittelten BGN-Induktion beteiligt ist.

Stattdessen war die Induktion von GADP48urch TGFB1 unter nicht-adh&siven
Bedingungen sogar gesteigert (siehe Abb. 19). D&F{f1-Regulation der PAI-1-
Expression wurde nicht beeinflusst. Diese Ergeleniassen sich so interpretieren, dass
die Adhasion/Racl-Aktivierung einen gewissen inoitischen Effekt auf den Smad-

Signalweg austbt.

5.1.3 Die ektope Uberexpression von Racl-WT steigeten Effekt von TGF-p1 auf
die BGN-Expression.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Sigrkaing des TGHY/Smad-

Signalweges Voraussetzung dafir ist, dass RacB@MN-Expression regulieren kann.
Diese wurde dadurch bestétigt, dass die ektopeedpsgssion von WT-Racl zu einer
beachtlichen Steigerung der durch T@F-induzierten BGN-mRNA-Spiegel fihrte

(siehe Abb. 29). Insgesamt weisen die Ergebnissedan Gen-Transfer-Experimenten
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darauf hin, dass Racl zwar notwendig, aber nichteazthend fir die Regulation von
BGN durch TGRH1 ist und dass die Haupt-, wenn nicht sogar dizigenFunktion von

Racl in diesem Prozess die Induktion der p38-Ad&tiwig ist.

5.1.4 CaRacl kann den TGH1-Effekt auf die BGN-Epression in nicht-adharenten

Zellen wieder herstellen.

Da die stabile Expression von dnRacl sowie dierphkologische Inhibition von Racl
die durch TGH31l-induzierte p38-Aktivierung (siehe Abb. 25) undndiauch die
Expression von BGN (siehe Abb. 22 und Abb. 24) wdrteeken, wurde als néchstes
untersucht, ob die ektope Expression einer Rac-faMa mit einer konstitutiven
GTPase-Aktivitat (Racl-Q61L) diese Effekte von T@EF-imitieren kann. CaRacl
konnte zwar in transienten Co-Transfektionsexpeniere p38 aktivieren (siehe Abb.
30), war aber, wie erwartet nicht in der Lage,tabs-exprimierenden Zellen die BGN-
Expression zu induzieren (siehe Abb. 32). Wenn ghdgleichzeitig Smads aktiviert
werden, kann caRacl in nicht-adhérenten Zellen BfN-Induktion retten. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der Beobachtung,sd8gressreize, durch die p38
aktiviert wird (HO,, Methyl-Methansulfonat, Sorbitol, UV-Strahlung), icint
ausreichen, um BGN zu induzieren (Ungefroren, nienbffentlicht).

Somit wurde der letzte Beweis fur das Signalflussdi®ll durch die Experimente
erbracht, in denen gezeigt wurde, dass die Exmmeseon caRacl (assoziiert mit
hoéheren Spiegeln an aktiviertem p38) in nicht-adhtan Zellen den Effekt von
TGF{1 auf BGN wiederherstellen konnte (siehe Abb. 32).

BGN und Racl wurden beide unabhdngig voneinander Zelladhdsion und
Zellmigration in Zusammenhang gebracht. In Ubetamaung mit der Hypothese,
dass BGN an der Kontrolle von EMT und Zellmigratioeteiligt sein konnte, wurde
beobachtet, dass es zu einer Hochregulation der-BR8N-Expression in wandernden
Endothelzellen nach Monolayer-Verletzung im ,Sdnafssay” in vitro kommt, ein
Prozess, der von der Aktivierung durch T@&EFabhangig sein kdnnte (Kinsek4 al.,
1997). Interessanterweise wurde BGN mittels immtochemischer Farbung in den
Spitzen der Lamellopodien von migrierenden Zellekalisiert, was darauf hindeutet,
dass BGN dort lokalisiert ist, wo die Bildung undie dDissoziation von
Adhéasionsplaques auftritt (Kinsellket al, 1997). Eine &hnliche Lokalisation konnte
auch fur Racl gezeigt werden. Aktiviertes Racl lfeguzusammen mit Cdc42 die

Lamellopodien- und Filopodien-Ausbildung sowie dildung Kkleinerer fokaler
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Komplexe (Diekmanret al, 1995; Tufvesson und Westergren-Thorsson, 2003).
diesen Bereichen kommt es zu einer Co-Lokalisatidrphosphoryliertem p38 (Shigt

al., 2005). Hier wird deutlich, dass sich die engekfionelle Verbindung der Racl-
(und der p38-) Aktivierung und der BGN-Expressiamath TGFS1 auch raumlich in
ihrer subzellularen Verbreitung widerspiegelt. W#iin zeigt sich der funktionelle
Zusammenhang zwischen der BGN- und der Racl-Exprestadurch, dass BGN
morphologische Veranderungen und VeranderungenyitasKelett hervorrufen kann,
in welche die Signalwirkungen von RhoA und Racwekelt sind, was zur Migration

von Lungenfibroblasten fuhrt (Tufvesson und Westangrhorsson, 2003).

5.1.5 DPI supprimiert die durch TGF$1 induzierte Aktivierung von p38 und die
Induktion der BGN-Expression.

Da viele der Racl-Signalwirkung nachgeschaltetefekid durch die NAD(P)H-
Oxidase und die damit verbundene ROS-Generatiommitteit werden, wurde
untersucht, ob Racl auch in der T@FRegulation von BGN als Untereinheit der
NAD(P)H-Oxidasefunktion wirkt. Dieses konnte durdre Beobachtung, dass der
NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor DPI die Effekte von dnRaanmitiert, bestatigt werden:
DPI unterdrtickt sowohl die durch TGH-induzierte Expression von BGN (siehe Abb.
34) als auch die Aktivierung von p38 (siehe Abb.,35¢einflusst aber nicht die
Hochregulation der PAI-1-Expression (siehe Abb..3@hiu und Mitarbeiter (2001)
haben zuvor gezeigt, dass ROS an der durch fIGiRduzierten p38-Aktivierung in
Keratinozyten beteiligt sind.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse wird angenommetiass die
Adhasionsabhangigkeit des T@E-Effektes auf die BGN-Expression letztendlich auf
der Abhangigkeit der NAD(P)H-Oxidase-Funktion voer &elladhasion beruht (Zhao
et al, 2003).

5.1.6 Die Bedeutung von ROS bei der TGB1-Regulation von BGN
Zur weiteren Klarung der Rolle der ROS-Produktidn die TGFB1-induzierte BGN-

Expression wurden Experimente mit verschiedenen R®@&adikalfangern,
Antioxidationsmitteln bzw. anderen Chemikalien, defir bekannt sind, dass sie die
Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase direkt oder indirekieeinflussen, durchgefihrt. Die
zellularen Effekte von ROS z.B. kénnen durch dean$kriptionsfaktor NkB (Strozyk
und Kulms, 2005) vermittelt werden. Die Beobachtuwtegss der NiEB-Inhibitor PDTC
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die TGFg1-vermittelte BGN-Induktion hemmt, liefert einerdirekten Beweis fur die
Beteiligung von ROS in diesem Prozess (siehe ABp. 3

Allerdings konnte kein Effekt des NO-Inhibitors S$4lfat auf die TGH1-regulierte
BGN-Expression beobachten werden, woraus abgeleitetrden kann, dass
Stickstoffoxid in pankreatischen Zellen nicht arséim Vorgang beteiligt ist (siehe
Abb. 36). Wird die durch TGB1-induzierte ROS-Produktion durch Radikalfangerrode
durch Antioxidationsmittel inhibiert, kommt es wabheinlich nicht mehr zu einer
Aktivierung von p38. Wie schon zuvor gezeigt, vadert eine Behandlung von
Panc-1-Zellen mit DPI die durch TGQH-vermittelte Aktivierung von p38 (siehe
Abb. 35).

Die Behandlung von Fibroblasten (Ungefroren, 200&) kultur-aktivierten Sternzellen
der Leber (Meureret al, 2005) mit N-Acetyl-L-Cystein (NAC) fuhrt zu eine
Aufhebung der Smad-Signalwirkung, was daraufhinetedass ROS fir eine effiziente
Smad-Aktivierung gebraucht werden. Ob dieses erktbr Effekt oder die Folge einer
beeintrachtigten MAPK-Aktivierung ist, bedarf weie Untersuchungen.

Fur Antioxidationsmittel (wie NAC) konnte gezeigtevden, dass sie antifibrotische
Effekte besitzen und die TGFSignalwirkung sowie die nachfolgende Expression de
Fibrose-spezifischen Proteine bei der DupuytremKhait (Morbus Dupuytren:
gutartige Erkrankung des Bindegewebes der Handiléode) (Koppet al, 2006)
aufheben. Dieses konnte eine Grundlage flir thetmobe Ansatze bei dieser oder
anderen fibroproliferativen Krankheiten sein. Dieerkinderung der TGB1-
induzierten Expression von BGN mit Hilfe von NAC evd anderen
Antioxidationsmitteln/Radikalfangern kénnte einerlversprechenden Ansatz fur eine
antifibrotische Therapie liefern, da dieses Prot@gan eine zentrale Rolle bei dem

Matrixaufbau besitzt.

5.1.7 Panc-1-Zellen exprimieren verschiedene Noxnd phox-Untereinheiten der
NAD(P)H-Oxidase.

Uber die Expression von Untereinheiten der NAD(®)kdase in Pankreasgangzellen
und daraus hervorgegangenen Tumorzellen ist nurigwdiekannt. Die dazu
durchgefuhrten real-time PCRs ergaben, dass dierZgkerschiedene Untereinheiten
und Nox-Isoformen der phagozytischen NAD(P)H-Oxedasxprimieren. Unter
anderem wird die phagozytische Untereinheit §f%1= Nox2) in den Panc-1-Zellen
exprimiert (siehe Abb. 37), was darauf hindeutetssddas Enzym in diesen Zellen

Ahnlichkeit mit dem aus phagozytotisch aktiven &e)lwie z.B. den Monozyten aus
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peripherem Blut, besitzen kdnnte. Vaquero und M#der (2004) demonstrierten, dass
eine nicht-mitochondriale NAD(P)H-Oxidase in Paraglerebszellen die Hauptquelle
der Wachstumsfaktor-induzierten ROS-Produktion list MIA PaCa-2 und Panc-1-
Zellen fuhrt die Transfektion mit Nox4 antisensed/R Oligonukleotiden oder
SiRNAs (siNox4RNAs) zur Inhibition der NAD(P)H-Oxade-Aktivitat und der
Superoxid-Produktion und macht die Zellen senditiv Apoptose (Vaquereet al,
2004). Ebenso kénnte Nox4 auch eine wichtige Rodieder TGH31-Regulation von
BGN spielen.

Da ROS wichtige physiologische Funktionen bei zétken Signalwirkungen besitzen,
die an Apoptose oder am Uberleben der Zellen (Viaogieal, 2004, Mochizukit al,
2006), an der Zellzykluskontrolle (Honoet al, 2003) und an Alterungsprozessen
(Simm und Bromme, 2004) beteiligt sind, Uberrasols nicht, dass bei
Entziindungsprozessen oder Krebs eine erhthte R@fHRion zu Schadigungen des
Gewebes fuhren kann.

Fir verschiedene Krankheiten wie der chronischereiHguffizienz, Arteriosklerose
und dem diabetischen Nierenleiden, die mit einegewdhnlich hohen BGN-
Expression (Wadhwaet al, 2004) assoziiert sind, wurden pathophysiologische
Funktionen von TGHB1l und der redox-sensitiven Signalwirkung beschnebi@ede
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Stimutaties AT-1-Rezeptors (Angiotensin
[I-Rezeptors) in Herzfibroblasten, welche zur RQ8eRktion fihrt, BGN Uber eine
autokrine Freisetzung von T@H- induziert (Tiedeet al, 2003).

Eine gesteigerte ROS-Produktion und T@IFbeglnstigen durch die Foérderung der
Synthese und der Akkumulation von Komponenten ddraeellularen Matrix die

Entwicklung der interstitiellen und perivaskulatebrose und Desmoplasie.

BGN gehort zu einer Gruppe von T@E-induzierten Matrix-assoziierten Proteinen
wie z.B. TIMP3 (Liet al, 2004), COLIA2 (Segawat al, 2002) und PAI-1 (Jiangt
al.,, 2003), die durch diesen Wachstumsfaktor Uber -Rimteine oder ROS-
Zwischenprodukte induziert werden. Dieser pathojhygische Mechanismus kénnte
bei der durch TGHBLl geforderten Transformation von kultivierten hunmane
Herzfibroblasten in Myofibroblasten (ein Prozess, Nex4 abhéngig ist, Cucorarat
al., 2005) und bei der Transformation von Fett-spaictien Zellen in der fibrotischen
Leber zu Myofibroblasten, die mit einer starken kiegulation der BGN-Expression
einhergeht (Meyeet al, 1992; Breitkoptt al, 2006), von Bedeutung sein.
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Zusammengefasst lasst sich fur diese Untersuchufegthalten, dass der TGH-
Effekt auf BGN adhéasions-abhangig ist und dassabslei der Aktivierung von Racl
um einen wichtigen Zwischenschritt in der durch F@EFvermittelten Regulation von
BGN handelt. Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Wdaperative Interaktionen
zwischen der Adhasion/Integrin-vermittelten Sigrnidtwng und der TGHB-
Rezeptor/Smad-abhangigen Signalwirkung bei der Ragno der BGN-Expression.
Weiterhin wird deutlich, dass die NAD(P)H-Oxidadeetiihre ROS-Produktion an der
durch TGFB1-induzierten Expression von BGN beteiligt ist.

5.2 Die Rolle von TGFB bei der Tumorprogression

Bei den meisten Pankreastumoren kommt es im Vedauffumorgenese zu Stérungen
im Smad-Signalweg. Am haufigsten tritt eine ,logdtoction” Mutation im Smad4-
Gen auf, wobei es sich hier um ein relativ spatesghis wahrend der Tumorgenese
handelt. Dieses spiegelt sich auch in der Beobaghtieder, dass die Mehrheit der
etablierten duktalen Pankreasadenokarzinom-Zdhiniauf eine Behandlung mit
TGF$1 nicht mit einer Wachstumsinhibition oder ander&mad-vermittelten
Antworten reagieren. Zur Untersuchung der Konsegeen einer selektiven
Inaktivierung des Smad-Signalweges fur die Pankwmeasrgenesein vitro wurde
Panc-1 als zellulares Modell gewahlt. Diese ZeMlinst gut charakterisiert und
reprasentativ fur ein frihes bis mittleres Stadider Pankreastumorgenese, da sie
bereits Mutationen irKi-Ras und anderen Zellzyklus-assoziierten Genen begitat,
Smad-Signalweg aber noch intakt ist (Sipbal., 2003).

In diesem Teil der Arbeit sollte geklart werden,lehe Rolle die Smad-Aktivierung
durch ALK5 bei der Tumorprogression spielt. Dazuraan die biochemischen und
zellularen Effekte von zwei ALK5-Mutanten nach gkto Expression in Panc-1-Zellen
in vivo und in vitro untersuchtDiese Mutanten unterscheiden sich in ihrer Fahigke
Smads zu aktivieren: caRImL45 kann aufgrund einatation in der L45-Schleife im
Gegensatz zu caALK5 keine Smads binden, beide Nerdmesitzen aber eine intakte

Kinase-Domane.
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5.2.1 Effekte der stabilen Expression der konstituv-aktiven ALK5-Mutante auf
verschiedene TGFB-responsive Gene und die Proliferationshemmung

In frheren Studien der Zellzyklusregulation duicBF1 in Pankreaskarzinomzellen
wurde gezeigt, dass es sich nur bei dem CDK-Intige V4™
TGF-1 handelt, wahrend die Expression von'§18 und p2#"** nicht durch TGFR1

beeinflusst wird (Grawet al, 1997; Vosset al, 1999). Im Rahmen der vorliegenden

um ein Zielgen von

Arbeit konnten diese Befunde dadurch experimefeditatigt werden, dass die TGF-
B/ALKS5-induzierte Hochregulation der p24™-Expression in Panc-1-Zellen sowohl
eine intakte Kinase-Doméne als auch die Smad-akéwde Funktion von ALK5
bendtigt (siehe Abb. 41). Von Grau und Mitarbeitevar zuvor schon beschrieben
worden, dass die Induktion von pZf’ in Pankreaskarzinomzellen abh&ngig von
Smad4 (DCP4) ist (Greet al, 1997).

Da auch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK$) Zusammenhang mit der
Wachstumskontrolle durch TG gebracht wurden, erfolgte hier eine Untersuchung
der Effekte der ALK5-Mutanten auf die ERK-Aktivierg. Es konnte gezeigt werden,
dass in den caRImL45-exprimierenden Zellen erh@peegel von phospho-ERK1/2
vorlagen (siehe Abb. 41). Da diese Mutante einakiet Kinase-Domane besitzt und
p38-MAPK aktivieren kann (Ywet al, 2002), kénnte sie auch imstande sein, ERKs
direkt zu aktivieren. Iglesias und Mitarbeiter habgezeigt, dass Smad4 die Ras-
abhangige ERK-Signalwirkung in Ras-transformieKemnatinozyten hemmt (Iglesiat
al., 2000). In Panc-1-Zellen, die eine aktivierendetation (G12D) in einem Allel des
Ki-RasGens aufweisen, hemmt T@H- die Wachstumsfaktor-(EGF-)vermittelte
Aktivierung von ERK (Giehlet al, 2000). Die gesteigerte ERK-Aktivierung in
caRImL45-exprimierenden Zellen ist wahrscheinlics drgebnis einer Derepression
der Smad-Inhibition. Vorraussetzung daflr ist epermanente niedrigschwellige
Autostimulation durch den Wildtyp-Rezeptor ALK5S ndéer Folge einer permanenten
Smad-Aktivierung. Diese wird durch den dominantategn Effekt von caRImL45
aufgehoben (siehe Abb. 39).

In zwei Panc-1-Klonen mit starker caRImL45-Expreaskonnte beobachtet werden,
dass diese Zellen auch ohne Zugabe von PGleine gesteigerte Proliferationsrate
zeigten (siehe Abb. 42). Dieses konnte eine diréddasequenz der erhdhten ERK-
Aktivierung sein. Alternativ konnte es sich bei devachstumsfordernden Effekt um
das Ergebnis einer dominant-negativen Hemmung delogenen WT-Rezeptoren
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durch die Mutante handeln, die durch T@E-welches die Zellen selbst (autokrin)

produzieren, stimuliert werden.

5.2.2 ALK5 supprimiert das Tumorwachstum in einem othotopen

Xenotransplantationsmodell des duktalen Pankreasad®karzinoms.

Nach der Transplantation von ALK5-transduziertenllete in das Pankreas von
immundefizienten Mausen bildeten die caALK5-exparenden Zellen Tumore, die
deutlich kleiner waren (siehe AbB7) und eine niedrigere Proliferationsrate besal3en
(siehe Abb. 50) als die Tumore, die sich aus ddtima45-exprimierenden und den
WT-Zellen entwickelten. Diese Ergebnisse stimmendar Beobachtung tberein, dass
die Rekonstitution der Smad4-Expression in humaRankreaskarzinomzellen die
Tumorausbildungn vivo unterdrickt (Dudeet al, 2003; Schwarte-Waldho#t al,
2000). Anders als in Karzinomzellen fuhrt alleine dExpression von caALK5
(ALK5-TD) in normalen Zellen von Méausen nicht zunei Entwicklung von Tumoren
(Muraoka-Cooket al, 2005). Erst durch die kooperative Wirkung mitkOgenen wie
Raskommt es zur Tumorbildung.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die caRiMutEnte in einer dominant-
negativen Art und Weise mit Smad-vermittelten Eféektinterferiert, die durch
exogenes und endogenes TF-ausgelost werden. Solch ein dominant-negativer
Effekt wurde auch schon friher fir die Regulatiom \BGN in Panc-1-Zellen durch
TGF{1 beschrieben (Ungefrorext al., 2005).

Tian und Mitarbeiter haben in einer Verdoffentliclguiiber diein vivo und in vitro
Funktionen einer (kinase-inaktiven) Version von R#& in Ha-Ras-transformierten
Brustkrebszellen gezeigt, dass diese Mutante, sanndlem hier beschriebenen Modell,
selektiv die Aktivierung von Smad2 in einer dominrapgativen Weise storend
beeinflusst (Abb. 38, 39) und als Folge davon daighitat der Xenograft-Tumore von
pramalignen oder gut differenzierten Brustkreb$inétin (Tianet al, 2004) steigert.

In der vorliegenden Studie konnte ein tumor-fordemEffekt von caRImL45%n vivo
nicht beobachtet werden, da die Tumore, die sicls diesen die Mutante-
exprimierenden Zellen entwickelten, etwas kleirlerdée der Panc-1-WT-Zellen waren.
Allerdings war dieser Effekt nicht signifikant ukdnn deshalb nur als Trend gewertet
werden (siehe Abb. 47). Der Grund fur diese Dis&rgp zwischen denn vivo
Ergebnissen von Tian und Mitarbeitern (Trinal, 2004) und denen dieser Studie ist

nicht bekannt, kdénnte allerdings auf Unterschieddam Konstrukt der Mutante (nicht-
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kinase-aktiv versus kinase-aktiv), in dem Typ dksveerten Ras (Ha-Ras versus Ki-
Ras) und vor allem dem Ort des Xenograft-Wachst(sulskutan versus orthotop) oder
der gesteigerten Apoptose (sub G1) in den caRIm&x4Bimierenden Panc-1-Zellen
(Daten nicht gezeigt) beruhen.

Die Hemmung der Neoangiogenese stellt einen palezi Mechanismus der
Tumorsuppression dar. Deshalb wurde die Bildung \Wdikrogefal3en in den
entstandenen Tumoren untersucht. Bemerkenswersawear die Mikrogefalidichte
(MVD) in den aus den Panc-1-caALK5-Zellen entstarahe Tumoren signifikant
reduziert im Gegensatz zu der MVD in den Tumorea,adis den Panc-1-WT und den
caRImL45-exprimierenden Zellen entstanden sindhési@bb. 51). Dieses steht im
Einklang mit der geringeren TumorgroRe der aus d&anc-1-caALK5-Zellen
entstandenen Tumore und der gesteigerten ExpresisnAngiogenese-Inhibitors

TSP-1 in diesen Zelleim vitro.

5.2.3 Die Expression von caALKS5 imitiert den Effektvon TGF-$1 auf Gene, die an

der Neoangiogenese und der EMT beteiligt sind.

Um einen Hinweis auf den zugrunde liegenden mobgkal Mechanismus der Neo-
angiogenese zu erhalten, wurden Gene untersuehandiliesem Vorgang beteiligt sind
und durch TGH/ALKS reguliert werden. Das Verhaltnis von anti-soggenen (TSP-1,
PAI-1) zu den pro-angiogenen (VEGF-A) Faktoren war den caALKS5-stabil-
exprimierenden Zellen deutlich groRer als in deRlod.45-exprimierenden Zellen
(siehe Abb. 43). Dieses lasst vermuten, dass diadSrarmittelte Unterdriickung der
Neoangiogenese zu dem anti-Tumor-Effekt beitrdges® Ergebnisse stimmen mit
entsprechenden aus Tierversuchen dberein, in denea funktionelle Smad4-
Expressionin vivo das Wachstum von Pankreastumoren durch die Irdnbitler
Neoangiogenese hemmt, was mechanistisch teilwaiseh ddie Hochregulation der
TSP-1-Expression (Schwarte-Waldhad#t al, 2000) und/oder die Suppression von
VEGF (Dudaet al., 2003) erfolgt.

Fur TGFB1 ist bekannt, dass es sowohl pro-angiogene alf anti-angiogene
Eigenschaften besitzt, was sich darin widerspiegels es sowohl die Expression von
VEGF-A als auch von TSP-1 positiv reguliert. In Kich veroffentlichten Studien Gber
Smad-knockout Zellen wurde gezeigt, dass Smadd8iéliExpression von TSP-1 durch
TGF$1 wichtig ist, wahrend Smad3 eine Schlisselrolleé der Stimulation der

VEGF-A-Expression zukommt, was auf eine anti-angia Funktion von Smad2
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hindeutet (Nakagawet al, 2004). Der hohe Quotient von TSP-1/VEGF-A in t&A-

im Vergleich zu dem in caRImL45-exprimierenden Rancellen kbnnte eine direkte
Konsequenz der erhéhten Spiegel von aktiviertem d2m@iehe Abb. 38) und den
vergleichsweise niedrigen Spiegeln an aktiviertanma&3 (und reduzierten Mengen von
gesamt-Smad3; hier nicht gezeigt; Schniewatdal, 2007) in diesen Zellem vitro
(und vermutlich aucim vivo) sein.

Fur die durch TGB1-induzierte EMT wurde gezeigt, dass sie mit Tumagpession
und Metastasierung assoziiert (Decketsal, 2006; Zavadil und Bottinger, 2005) und
Smad-abhéangig ist. Die Expression von caALK5 bewirk Gegensatz zu der
Expression von caRImL45 die mit der EMT-assozimertphanotypischen und
molekularen Veranderungen in den Pankreaskrebazellée beispielsweise eine
abnehmende Expression von Cytokeratinen und E-Cadbhed eine Induktion der
Expression von Vimentin und N-Cadherin (siehe A®b). Auch weitere wachstums-
und metastasierungs-assoziierte Gene wie PAI-1 MNP-2 waren in den caAK5-
stabil-exprimierenden Zellen Uberexprimiert (Rowk®oldsmith et al, 2002; siehe
Abb. 46). Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypathdass die Smad-Signalwirkung
fur die durch TGH31-induzierte EMT in Pankreaskrebszellen notwenslg i

5.2.4 Konstitutiv-aktives ALKS fordert die Metastaderung in SCID-M&ausen.

Die Smad-Aktivierung stellt eine Voraussetzungdig durch TGH1-induzierte EMT
und Invasivitat dar. Dass den Smads auch eine lexittende Funktion bei der durch
TGF$1 angetriebenen Metastasierung im Pankreaskarzimggommt, konnte nach
orthotoper Transplantation von SCID-Mausen gezeigirden, da caALK5 die
Metastasenbildung in der Leber induzierte, wahmiedMutante mit dem Defekt in der
Smad-Bindung (caRImL45) weitaus weniger dazu betahar (siehe Abb. 52) . Diese
Ergebnisse passen zu deimn vitro Daten des Expressionsprofils von
invasions-/metastasierungs-assoziierten Genen ufiadee sich in Ubereinstimmung
mit der Beobachtung, dass Smads fir die Knochemtasenbildung der
MDA-MB-231 Brustkrebszellen erforderlich sind (Kamg al, 2005; Deckerst al,
2006). Tian und Mitarbeiter konnten in einem Zellmlbdir das Mammakarzinom
zeigen, dass die prometastatische Aktivitat von -pFELK5 durch die Expression von
RImL45 in der aggressiven und metastasierenden MCK1a (MIV) Zelllinie
unterdriickt wird (Tianet al 2004). Da fur die Experimente dieser Studie keine
metastasierende TdF-responsive Pankreaskarzinomzelllinie zur Verflugustgnd,

konnte nicht Uberpruft werden, ob die Expression waiRimL45 und die damit
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verbundene Reduktion der Smad2/3-Signalwirkung ndér Inhibition der
prometatstatischen Aktivitat korreliert.

Um EMT, Invasion und Metastasierung zu induzieresijrde die durch caALK5
induzierte Smad-Signalwirkung allein nicht ausreichda Smads dazu mit anderen
Signal-Kaskaden kooperieren missen. Oft und Mitebbaben gezeigt, dass der Ras-
Signalweg in die Vermittlung der Effekte von T@E-auf die Tumorzellmorphologie
involviert ist (Oft et al, 1996; Oftet al, 2002, Jandeet al, 2002). Auch das
MCF10CA1-Modell (siehe oben) basiert auf Ras-tramaferten MCF10AT Zellen
(Tian et al, 2004). Panc-1-Zellen besitzen ein mutieKe®RasAllel (Fenstereret al,
2004), und Experimente, in denen die endogene -nickbgene Aktivierung voiiRas
durch eine dRasMutante (H-Ras (S17N)) unterdrickt wird, weisemadid hin, dass
die Aktivierung von Ras durch TGF: an der durch TGBi-induzierten EMT,
Invasion und Metastasierung beteiligt ist. Im Gegeén dazu stellen zellzyklus- und
proliferations-assoziierte Gene keine primarene&ér Interaktion zwischen der Ras
und der TGH3-Kaskade in Panc-1-Zellen dar (Fenstezeral, 2004). Ein denkbarer
Mechanismus, wie Ki-Ras die Metastasierung vorastir&onnte die Forderung der
nuklearen Akkumulation von Smad2 sein, das zuvacldiwcaALKS phosphoryliert
wurde. Oft und Mitarbeiter haben diesen Vorgang oachfir H-Ras in
Plattenepithelkarzinomzellen beschrieben: erhohgeedgel an H-Ras fuhren dort zu
einer Akkumulation von Smad2 im Nukleus (@ftal, 2002).

Zusatzlich konnte die Smad-Kaskade Faktoren indezje durch welche die
Tumorzellen mit dem ,microenviroment® des Ortes Wetastasierung (Deckeet al,
2006) kommunizieren. Dieser Prozess wird fur dasmge Tumorwachstum und die
Metastasierung bendtigt. Daneben koénnen parakrirechighismen, wie z.B. die
Aktivierung von TGFB1l durch TSP-1, eine entscheidende Funktion fir das
Vorantreiben des metastatischen Prozesses sein.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen die entscheed&®vlle der Smad-aktivierenden
Funktion von ALKS5 fir den antiproliferativen Effekton TGFf1 in vitro und die
tumorsupprimierenden und prometastatischen Funktiomen TGFS1 in vivo im

duktalen Pankreasadenokarzinom.

5.2.5 Ausblick
Durch zukinftige Studien, z.B. durch einen Verdieides Transkriptosoms von
Tumoren, die von caALK5-exprimierenden und caRImegprimierenden Zellen

abstammen, kdnnten weitere Zielgene des Smad-8iggak, die an diesem Prozess
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beteiligt sind identifiziert werden. Eine Aufklargrder molekularen Grundlage dieses
Mechanismus wuirde zum besseren Verstdndnis dere Rah TGFB1 bei der
Tumorprogression fihren. Dieses ist eine VoraussetZur die Entwicklung neuer
Therapien, die eine  selektive  Foérderung der tum@sonperenden

Funktionen/Aktivitaten von TGB/ALKS zum Ziel haben.
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7. Zusammenfassung

TGFf1 ist ein Zytokin, das an der Regulation verschistir biologischer Prozesse
beteiligt ist und u.a. die Bildung der extrazelteld Matrix durch die Induktion des
kleinen leucin-reichen Proteoglykans Biglykan (BGHRjrdert. Die intrazellulare
Signaltransduktion, die zur Aktivierung des BGN &diihrt, ist sehr komplex und
abhangig von der Aktivierung des Smad- (Clegnal, 2002) und des p38-MAPK-
Signalweges (Ungefroreat al, 2003), wobei beide Uber das ,stress responsei Ge
GADD453 miteinander verknupft sind (Ungefroreet al, 2005). Unter Einsatz
verschiedener kinase-defizienter und kinase-aktilutanten sowie spezifischer
pharmakologischer Inhibitoren in der T@Fresponsiven Pankreaskarzinomzelllinie
Panc-1 konnte gezeigt werden, dass die Kinasetiltivind die Smad-aktivierende
Funktion des TG Typ | Rezeptors (ALK5) fur die Induktion der BGN«aression
erforderlich sind. Durch Experimente, in denen Phixtellen in Suspension kultiviert
oder mit dem Zytoskelett zerstérenden Toxin Cyttatia D behandelt wurden, konnte
gezeigt werden, dass der T@H=ffekt auf BGN abhangig von der Zelladhasion list.
einer weiteren Versuchsreihe, in denen Panc-1iZell@t einem Racl-Inhibitor
behandelt wurden, konnte deutlich gemacht werdess dar TGH-Effekt auf BGN
durch die kleine GTPase Racl, die auch an der Yi@iteng von Adhasions-Signalen
beteiligt ist, vermittelt wird.

AulRerdem konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von Pdngellen, die unterschiedliche
Racl-Mutanten (dnRacl, WT-Racl, caRacl) ektop exerien, unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen der Zellen (adharent odeSuspension) gezeigt werden,
dass Racl auf der Ebene von p38 wirkt und keinafiuss auf die Smad3-Aktivierung
und die GADDA4B-Induktion hat. Schlie3lich konnte durch die phakoiagische
Inhibition des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes mittels pBenyleniodoniumchlorid
(DPI) gezeigt werden, dass Racl seine Funktion de p38-Aktivierung als
Untereinheit der reaktive Sauerstoffspezies (ROfeactive oxygen species”)-
produzierenden NAD(P)H-Oxidase ausibt. Dass aucB Rélbst eine wichtige Rolle
bei der TGFB-Regulation von BGN spielen, konnte durch Experitaemmit
Radikalfangern und Antioxidantien demonstriert werd®ie Vermutung, dass die
NAD(P)H-Oxidase als Quelle der ROS-Produktion aase€in Prozess beteiligt ist,
wurde weiterhin dadurch unterstitzt, dass in demcHaZellen verschiedene Nox und

phox Untereinheiten dieses Enzymkomplexes exprtmierden.
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Zusatzlich wurden in dieser Arbeit die Effekte dEGF-Signalwirkung auf das
Wachstumsverhalten von Pankreaskarzinomzaflentro und auf inre Tumorigenitén
vivo analysiert. Dazu wurden die biochemischen undulzen Effekte von zwei
ALK5-Mutanten nach Uberexpression in Panc-1-Zellentersucht Diese Mutanten
besitzen beide eine intakte Kinase-Domaéane, unteidehesich aber in ihrer Fahigkeit,
Smads zu aktivieren, wobei konstitutiv-aktives R#bBL(caRImL45) aufgrund einer
Mutation in der L45-Schleife, im Gegensatz zu kiagv-aktivem ALKS5 (caALK)
keine Smads binden kann. Es konnte ferner gezeiglem, dass die stabile Expression
von caALK5 (im Gegensatz zu caRImL45) den antifpedditiven Effekt von TGH
nachahmen konnte, was auf der Fahigkeit dieser iitaeruht, den Smad-Signalweg
zu aktivieren. Im Gegensatz zu den caRImL45-transdien Panc-1-Zellen zeigten
caALK5-transduzierte Zellen eine epitheliale-me$gmeale Transdifferenzierung
(EMT) und eine erhdhte Expression von metastasgsrassoziierten Genen. Zusatzlich
kam es in diesen Zellen zu einem erhdhten Expressohaltnis von anti-angiogenen
(TSP-1, PAI-1) zu pro-angiogenen Faktoren (VEGF-Aach einer orthotopen
Transplantation dieser Zellen in immundefizienteus® kam es durch caALK5 im
Gegensatz zu caRImL45 zu einer Reduktion des Puimérwachstums kam.
Allerdings forderte diese Mutante im Gegensatz aRImL45 die Bildung von
Lebermetastasen, woraus geschlossen werden kaasmgdeaSmad-Signalweg in Bezug
auf den Primartumor zwar anti-onkogen, in BezugdiefMetastasenbildung aber pro-

onkogen wirkt.
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8. Summary

The growth factor transforming growth factor-bet&E{3) regulates a diverse array of
biological processes and is a potent stimulataxtfacellular matrix synthesi$GF{3
induces the expression of biglycan (BGN), a snalcine-rich proteoglycan involved
in matrix assembly and regulation of growth factmtivity. TGF{$ intracellular
signaling leading to the activation BN is complex and depends on the activation of
both the Smad- and the p38-MAPK pathway, and inteent transcriptional induction
of MyD118 a gene encoding the stress response protein GBRD4sing different
kinase-deficient and kinase-active ALK5 mutantsa@pecific pharmacologic inhibitor
(SB431542) it was shown that BGN induction by TEFn the pancreatic
adenocarcinoma cell line Panc-1 required both thradsactivating function and the
kinase activity of the TGIB-type | receptor ALK5. Nextit was demonstrated that the
effect of TGFB on BGN induction was dependent on cell adhesi@tabse BGN
expression was strongly reduced, when cells wepe ikesuspension or exposed to the
actin cytoskeleton-disrupting agent cytochalasinBy. treating Panc-1 cells with a
specific Racl inhibitor it was demonstrated thatTd-§3 effect on BGN was mediated
by the small GTPase Racl. Ectopic expression af tyjhe Racl or different mutants
(dominant-negative, constitutively active) in addrdr or non-adherent Panc-1 cells
indicated that Racl acted at the level of p38, authaffecting Smad3 activation and
MyD118 induction. Finally, using the NAD(P)H-oxidase ibhor diphenylene
iodonium (DPI), it was shown that Racl activated® @3 a subunit of the reactive
oxygen species (ROS)-generating enzyme NAD(P)H-oxidasendJsarious radical
scavengers and antioxidants, it was establishedO& play a significant role in TGF-
B regulation of BGN. Expression of various Nox artby subunits in Panc-1 cells
suggested that NAD(P)H-oxidase might be the sowteTGFf-induced ROS
production.

In addition, the effects of TGB-signaling on the growth behavior of pancreatic
carcinoma celldn vitro and on their tumorigenicityn vivo have been analysed. In
particular, the biochemical and cellular effectsteb ALK5 mutants after ectopic
expression in Panc-1 cells were studied. Both msit@anstitutively active (ca) ALK5,
constitutively active (ca) RImL45) harbor an intéibhase domain, while caRImL45
was deficient in its ability to activate Smads, daea mutation in its L45 loop. The

growth-inhibitory effect of TGH in Panc-1 cells was mimicked by stable expressfon
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caALK5 and was dependent on ALKS’s ability to acter&mad signaling. In contrast
to caRImL45transduced cells, the caALK5-transduced cells umeet epithelial-to-

mesenchymal transition and upregulated various steds-associated genes.
Furthermore, these cells showed a higher rationtifaagiogenic (thrombospondin-1,
plasminogen activator-inhibitor-1) to pro-angiogenifactors (VEGF-A). After

orthotopic transplantation into immunodeficient eji®anc-1-caALKS5, but not Panc-1-
caRImL45 cells, reduced the tumor size, but indubedformation of liver metastases.
These results suggest an important role of the f@aignaling pathway in the tumor

suppressive and prometastatic functions of P3Rvivo.
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