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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Allgemeines

Krebserkrankungen sind eine der fihrenden Todeshuesain der westlichen Welt.
Unter ithnen nimmt das Pankreaskarzinom eine besen&ellung ein: In
Deutschland entfallen nur ca. 3 % der Krebsneuekknagen auf das
Pankreaskarzinom, jedoch ist es verantwortlich@ar7 % aller Krebstodesfalle
[84].

Die Prognose ist infaust, vor allem auch auf GrdedTatsache, dass die Krankheit
mangels Frihsymptomen in der Regel erst spat ddtdeird. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate am Pankreaskarzinom Erkrankter ilieBeutschland bei 6 — 8 %;
bemerkenswert ist, dass sich an dieser Tatsactennvergangenen 20 Jahren im
Gegensatz zu vielen anderen Krebserkrankungen enigvgeandert hat [85].
Therapeutisch ist der einzig kurative Ansatz die@pon; jedoch kommt diese nur
fur 15-20% der Patienten in Betracht. Weiterlstehen die Chemo- oder
Radiochemotherapie fur palliative Ansétze zur Veuitg [59, 61, 70].
Pradisponierend fur das Pankreaskarzinom sind pas#tive Familienanamnese
sowie die hereditdre und die nicht-hereditdre Raatkrs. Hier konnten einige
Keimbahnmutationen identifiziert werden, die dakr&nkungsrisiko erhdhen [94,
80, 50, 62, 98]. Ebenso scheinen Nikotinkonsum urgkwisse

Ernahrungsgewohnheiten eine Rolle zu spielen [8,168, 113].

1.1.2 Molekularpathologie

Der Begriff Pankreaskarzinom umfasst mehrere logisth unterschiedliche
Entitaten, wobei es sich jedoch in Uber 85 % ddekén duktale Adenokarzinome
handelt. Die folgenden Ausfihrungen beziehen saitedin erster Linie auf diese
Tumorentitat [60].
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In den letzten Jahren entstand die allgemein aleréptAuffassung, dass sich das
duktale Adenokarzinom aus Vorlauferlasionen, dergepannten Pankreatischen
Intraepithelialen Neoplasien (PanIN), entwickelieg® umfassen mehrere Grade
der Dysplasie, die im Laufe der Zeit durch Anhagfwerschiedener genetischer
Mutationen entstehen und schlieBlich in ein Kamndbergehen kdnnen. Als
weitere Vorlauferlasionen des duktalen Adenokamisiowerden auch die
intraduktale papillare muzindse Neoplasie (IPMN)dudie muzinds zystische
Neoplasie (MCN) diskutiert [34, 99].

Nicht ganz klar ist bisher, welche Zelle die eidiehe Ursprungszelle des
Karzinoms darstellt. Urspringlich legte die mormuiche Ahnlichkeit der
Tumorzelle eine Abstammung von duktalen Epithedzeliahe. Inzwischen werden
aber auch Azinuszellen, zentroazinare Zellen odmyars endokrine Zellen in
Betracht gezogen [60].

Die Mutationen, die fur Dysplasien bis hin zum Kaam verantwortlich sind, sind
vielfaltig und auch nicht immer konstant; einige tisionen aus friheren Stadien
scheinen spater wieder verloren zu gehen. Eineedden und auch haufigsten
jedoch ist die Aktivierung des Onkogens K-ras, daslie3lich in tber 90 % der
Karzinome zu finden ist. Im weiteren Verlauf kommewutationen in
Tumorsuppressorgenen hinzu. Hierzu gehoéren zunadhst Gen CDKN2A
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) bzw. P16,lches eine Rolle in der
Regulation des Zellzyklus spielt. Finden sich audutationen von SMAD4,
welches intrazellulare Signale des T&GKTransforming Growth Facto)-
Rezeptors ubermittelt, und des p53-Proteins, hamdesich meist schon um eine
fortgeschrittene Dysplasie (PanIN 3) [38, 35, 33, 1L, 93, 60, 9].

Weniger haufig kommen Mutationen des BRCA2 (BRd2a&ncer 2)-Gens vor.
Diese spielen jedoch bei der Entstehung des fammili#ankreaskarzinoms eine
groRere Rolle, da sie meist als Keimbahnmutatiofiredan [25]. In einem
ahnlichen Zusammenhang stehen Mutationen des SG€hk; welches flr eine

Serin/Threonin-Kinase kodiert, die die Zellpolaritéguliert. Keimbahnmutationen
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dieses Gens finden sich bei Patienten mit Peutzetsgsyndrom, die ein erheblich
hoheres Risiko fur die Entstehung eines Pankreaisicans aufweisen [23].

Als durch diese Mutationen betroffene Signalweganten unter anderem die
Regulation des G1/S-Phase-Ubergangs und der Hegggibnalweg identifiziert

werden. Der Hedgehog-Signalweg spielt eine wichtigelle wahrend der

embryonalen Entwicklung des Pankreas und scheint Fankreaskarzinom
reaktiviert zu werden [38, 6].

I Notmal —I- PanIN-1A {i— PaniN-1B Ap— PanIN-Z i a3 — \ (/‘é

ﬁmv«»m ‘

telomere K-ras
shortening

4—1 PSCA, Mucin5, Fascin

Abbildung 1: Entstehung des Pankreaskarzinoms Ubedie Vorstufen der Pankreatischen
Intraepithelialen Neoplasie

(A) Histologische Beispiele; von links nach rechts:endwndertes Pankreasgewebe, PanIN1, 2, 3
und Duktales Adenokarzinom; mit freundlicher Genghung aus [60].

(B) Schematische Darstellung haufiger Mutationen unel ieitliche Abfolge; PSCA = Prostate
Stem Cell Antigen; DPC4 = SMAD4; mit freundlichee@hmigung aus [53].
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Im Zusammenhang mit der Invasivitdit und dem Mesdstangspotential der
Tumorzellen spielen Interaktionen mit der Umgebugige groRe Rolle. Ein
Merkmal des duktalen Adenokarzinoms des Pankreasdis ausgepragte
desmoplastische Stromareaktion des angrenzendeal®ewDie Interaktion dieses
aus spezifischen Bindegewebszellen (Pancreatic latgtel Cells, PSCs),
Endothelzellen und verschiedenen Entziindungszellsammengesetzten Stromas
mit den eigentlichen Tumorzellen, hat in den letzlahren an gréRerer Bedeutung
in der Forschung gewonnen. So scheinen die Tunterzel.B. die Produktion
extrazellularer Matrix Uber FGF-2 (Fibroblastic @Gth Factor 2) und TGRB- zu
stimulieren. Auch hier spielt wieder der Hedgehaogn&lweg eine Rolle. Des
Weiteren findet sich eine starke Expression von riMiatetalloproteinasen und
Plasminogenaktivatoren an der Grenze von Stromaumuor [2, 3, 10, 18, 46, 6,
100, 119].

Diese ausgepréagte desmoplastische Reaktion erselugiden ersten Blick fur den
Tumor ungunstig zu sein. Das feste Bindegewebe @rahd zum Beispiel nur eine
sparliche Vaskularisation des Tumorgewebes. Andersr erschwert diese
GefalRarmut jedoch den Zugriff anderer Kérperzeflehdie Tumorzellen. Die aus
dem gleichen Grund entstehende Hypoxie scheint demor aul3erdem eine
hohere Aggressivitat zu verleihen. Einhergehenthtitegewinnen die Tumorzellen
einen grofRen Anteil ihrer Energie durch anaerobgdse. Dieses als Warburg-
Effekt bezeichnete Phanomen ist, unabhangig von jderils verfigbaren
Sauerstoffversorgung, auch fur andere maligne Tarbesschrieben. Ein Resultat
der Desmoplasie ist dariiber hinaus mdglicherwes&ss die Tumorzellen
schlechter durch Chemotherapeutika angegriffen evekdnnen [65, 112, 69].

Ein weiteres Phanomen, welches mit einer gesteigdtihigkeit zu metastasieren
und invasives Wachstum zu zeigen einhergeht, stEpithelial-Mesenchymale
Transition (EMT). Wahrend dieses normalerweise en Embryonalentwicklung
wichtigen Prozesses erlangen ausdifferenzierteh&lgiéllen durch Lockerung der
Zell-Zell-Kontakte die Fahigkeit zu migrieren. Degs Verlust der Zell-Zell-
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Kontakte fuhrt nicht zur Apoptose. Charakteristisithi die EMT ist ein so
genannter Cadherin-Switch: Das normalerweise voith&pgellen exprimierte E-
Cadherin wird reprimiert und durch N-Cadherin ezseReguliert wird dieser
Vorgang unter anderem von T@-HGF (Hepatocyte Growth Factor), EGF
(Epidermal Growth Factor), IGF (Insulin-like Growthactor) und FGF. Im
duktalen Adenokarzinom konnte eine reduzierte EhEdad-Expression mit
fortgeschritteneren Tumorstadien in Verbindung gebtr werden [63, 64, 13, 39].

1.2 Die Familie der Trefoil Faktoren

Die Familie der humanen Trefoil Faktoren (TFFs) asst bislang drei 7 — 12 kDa
grof3e proteasestabile Proteine: TFF1, auch hpSBghwbreast cancer associated
peptide 2) oder BCEI Breast Cancer Estrogen Inducible), TFF2, auch SP
(Spasmolytic Polypeptide) und TFF3, auch ITHngestinal Trefoil Factor). Es
handelt sich um sezernierte Proteine, die fast imme Zusammenhang mit
Schleimhauten gefunden werden kodnnen, hauptsachliggdoch im
Gastrointestinaltrakt. Ihre Verteilung ist allerge nicht gleichmaRig. So wird
TFF1 vorwiegend von den oberflachlichen Epithetzeldes Magens produziert,
TFF2 von den schleimproduzierenden Nebenzellen iagevi und den Brunner-
Drisen des Dinndarms und TFF3 vor allem von Beelerz entlang des
gesamten Dunn- und Dickdarms. DarlUber hinaus lasisbnTFFs auch im Gehirn
und in der Blutbahn oder als Immunmodulatoren natben [52, 30, 76, 44, 74].
Die strukturelle Gemeinsamkeit der TFFs besteluteinso genannten Trefoil- oder
P-Domane. Die Trefoil-Doméane wurde urspringlich alee hochkonservierte
Sequenz von 38 -39 Aminosaureresten beschrieb@mmunigr 6 Cystein-Reste.
Diese bilden Disulphid-Brucken in einer 1-5, 2-48t6 Konfiguration aus und so
entsteht eine charakteristische dreibogige Strukiieran die Form eines Kleeblatts
erinnert [106]. Inzwischen wurde der Begriff auinei Sequenz von 42 -43
Aminosaureresten ausgeweitet [107]. TFF2 besitai aslcher Trefoil-Doménen,
TFF1 und TFF3 nur eine. Zusatzlich verfigen dieztggnannten allerdings noch

Uber einen freien Cysteinrest nahe des C-Termiwwes;her zur Ausbildung von
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Homo- und Heterodimeren befahigt [58, 14, 66]. Birmaisfihrlichen Uberblick
Uber die chemische Struktur der TFFs und maogliahktfonelle Implikationen
geben Thim et al. [105].

Die physiologische Funktion der Trefoil Faktorerstedit aus einer zentralen Rolle
in der Restitution der gastrointestinalen Mukosa chna Schadigungen
unterschiedlichster Genese [116, 95, 31]. Es kogemeigt werden, dass die TFF-
Produktion nach experimentell induzierten Schleintbehdden innerhalb weniger
Minuten bis Stunden um ein Vielfaches gesteigemder kann. Weiterhin ist die
Expression der TFFs in Zellen, die in den Randbhlesi gastrointestinaler Ulcera
liegen, stark erhdht. Auch in der als Antwort atiranische Ulcerationen oder
Entztndungen in der gastrointestinalen Mukosa emestden Ulcer associated cell
lingeage (UACL) wird eine erhtéhte Expression allefFs nachgewiesen [118, 117,
28]. Experimente mit TFF-Knock-out-Mausen zeigeasslvor allem TFF1 und
TFF3 unabkdmmlich sind fir die Integritdt und Hormsidse der Mukosa: TFF1-
defiziente Mause entwickeln zu einem hohen Anteiltiple gastrale Adenome bis
hin zu Karzinomen, wahrend sich in TFF3-Knock-ouitidden nach Indomethacin-
induzierten Schleimhautschaden eine wesentlich rebRate an fatalen blutigen
Diarrhden zeigt als bei Wildtyp-Mausen der Kongalippe [48, 55].

Im Einzelnen bedeutet die Beteiligung an der Rastit, dass der Funktion der
TFFs eine Reihe unterschiedlicher Prozesse zugrlieden. Einige wichtige
Beispiele seien im Folgenden genannt:

Fur alle TFFs konnte in verschiedenen Studien @irmemigratorische Wirkung
nachgewiesen werden [75, 22, 17, 87]. AulRerdemenirdie antiapoptotisch und
verhindern die Anoikis, die sonst nach Lésen ddi-Zell-Kontakte im Rahmen
der Restitution stattfinden wirde [8, 41, 102].verschiedenen Zelllinien konnte
ein antiproliferativer Effekt beobachtet werden118]. Schliel3lich sind samtliche
TFFs vor allem Uber Aktivierung von COX-2- und EGkgnalwegen potente
Angiogenesefaktoren [89]. Es lasst sich sagen, des§ FFs sehr @hnliche aber
dennoch nicht dieselben Funktionen besitzen. Dielseist vornehmlich an
verschiedenen Signalwegen und unterschiedlichdgeieben zu liegen [44].
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Die Regulation der TFFs erfolgt Uber eine Vielfalh Transkriptionsfaktoren,
physikalischen und chemischen Stimuli und epigenk&n Faktoren, welche
wiederum an unterschiedlichsten Prozessen von Eogbnese tber Wundheilung
bis hin zur Tumorentstehung beteiligt sind [21]e @ewebespezifische Expression
z. B. scheint durch Methylierung des Promoters,r adngch tber Auto- und
Crossinduktion stimuliert zu werden [83, 101]. Aégulatorische Faktoren seien
Interleukine, Ostrogene, GH (Growth Hormone), EGEF3, FGF und Hypoxie
genannt [27, 7, 74].

Uber Details zu beteiligten Rezeptoren und Signgémeder TFFs ist bislang noch
wenig bekannt. Es konnten einzelne Bindungsmolekéiédeckt sowie ein
Zusammenspiel mit Muzinen belegt werden, welchesseal® rheologische
Eigenschaften beeinflusst [71, 90, 104, 43, 49].

Die beschriebenen Funktionen der TFFs spielen amchumorentstehung und
-wachstum eine unabdingbare Rolle. So ist es niehtvunderlich, dass in vielen
humanen Tumoren Anzeichen flr eine erhbhte TFF&Sgwon gefunden werden
[74, 21]. Einen sehr guten Uberblick geben Pergl.g74].

1.3 Trefoil Factor 1

TFF1 wurde erstmals in der Mammakarzinom-ZellliM€F-7 entdeckt. Da es auf
der Suche nach 0Ostrogeninduzierten mRNAs gefundedey wurde es zunéchst
auch ,Breast cancer estrogen-inducible* (BCEI) geng56]. Die Sequenz von
TFF1 wurde 1984/85 beschrieben [37, 79]. Das HRrotbesteht aus 60
Aminosaureresten, die eine einzelne Trefoil-DomBihdgen, sowie einem siebten
freien Cysteinrest, der sich drei Aminosduren entfe’om Carboxy-Terminus
befindet [106].

TFF1 kann in drei verschiedenen molekularen Forwvatiegen: als Monomer,

Homodimer und Heterooligomer von 25-65 kDa, wekhdurch Disulphid-

Brucken gebildet wird [14, 78, 66]. Als Bindungsiper konnte in humaner
Magenschleimhaut ein vorher unbekanntes Protein|ZITF(Trefoil Factor

Interactions(z)1), identifiziert werden. TFIZ1 (imceuerer Nomenklatur Gastrokin
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2, GKN2) ist ein 18 kDa grof3es Protein, welcheg @&@rnichos-Doméane enthalt und
Ahnlichkeiten zu einem Surfactant-assoziierten énoaufweist [115, 47].

Des Weiteren ist TFF1 mit MUC5AC assoziiert, digdadung ist jedoch nicht
kovalent [49, 66, 90]. In der Maus konnte dartbeabs eine direkte Interaktion
mit MUC2 nachgewiesen werden. Hier entsteht diedBng Uber cysteinreiche
Domanen in der von Willebrandfaktor C-Region derzivie [108]. Die Interaktion
der Muzine mit TFF1 scheint jedoch im GegensatzTEF2 keinen gréf3eren
Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften dédeBus zu haben [104].

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Tatsadhss das Bakterium Helicobacter
pylori sehr spezifisch und mit hoher Affinitat anmgéres TFF1 bindet, was
wiederum fur die Bindung des Bakteriums an MUCS5A@d usomit an das
gastrische Epithel notwendig ist [15, 81].

Bei Untersuchungen der regulativen Elemente vonlTibrde angrenzend an das
5-Ende des TFF1-Gens eine Enhancer-Region, genB@#/URO, gefunden,
welche responsiv fiir EGF, Ostrogene und weitergdfak ist [121, 114]. TFF1
interagiert mit dem EGF-Rezeptor und COX-2. Dalsbiemnt TFF1 Uber den EGF-
Rezeptor reguliert zu werden und auch selbst ez wirken [86, 88, 101, 89].
Interessanterweise werden auch MUC2 und MUCS5AC ifleer EGF-Rezeptor
reguliert [73].

Wie der Zusammenhang der Entdeckung TFF1s beralte tegt, wirken auch
Ostrogene als Regulationsfaktoren. Dies geschiddgr iden steroid receptor
coactivator 1 (src-1) und Estrogen response elen@iRE), welche im TFF1-

Promoter vorhanden sind [21, 5].

1.3.1 Funktionelle Aspekte

Proliferation und Apoptose
Verschiedene Versuche mit gastrointestinalen nethi (HCT116, IEC18, AGS)
zeigten nach Transfektion mit nachfolgender TFFEfgkpression bzw. nach

Behandlung mit exogen zugefuhrtem rekombinantem 1TFFeduzierte
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Proliferationsraten. Dies geschah aufgrund einez&gerung des Ubergangs von
G1 zu S-Phase durch Erhéhung des Levels des Cafshangigen Kinaseinhibitors
p16INK4 und p21CIP1/Wafl, was wiederum die Aktiviteon Cyclin D1/cdk4 und
Cyclin E/cdk2 inhibierte. Durch diesen Vorgang komms schlie3lich zur
Phosphorylierung und Inaktivierung von pRbl (Reblastom Protein) [8, 122].
Das Dimer hatte dabei eine héhere Potenz. Der Bsogar begleitet von einer
reduzierten Phosphorylierung und somit reduzieMdivierung von MAPK/ERK
(Mitogen Activated Protein Kinase) [12].

Im Gegensatz dazu konnte in stabil transfiziertemamvhakarzinomzelllinien
(MCF7 und T47D) gezeigt werden, dass TFF1 zu eenledhten Zellproliferation
und gesteigertem Zelliiberleben fuhrt [1].

An den bereits oben erwéahnten Zelllinien konnte \dkesteren eine Reduktion der
induzierten Apoptose durch TFF1-Uberexpression &ddrandlung mit exogenem
TFF1 nachgewiesen werden. Grund hierfur scheirt Beduktion der Aktivitat der
Caspasen 3, 6, 8 und 9 zu sein [8, 122]. Eine ldksation von autokrinem TFF1
durch Antikorper reduzierte die Uberlebenszeit M@F-7 und T47D Zellen [1].
Weitere Studien belegen ein gesteigertes subsahidmgiges Wachstum von
stabil TFF1-transfizierten MCF-7- und PC/AA/C1-£#ll[1, 88].

Migration und Invasion

In verschiedensten Zelllinien (HT29, MCF-7, MDA-ME31) konnte inin vitro
Versuchen ein promigratorisches und proinvasivesterRial von TFF1
nachgewiesen werden, wobei erneut das Dimer e#érkese Wirkung aufwies.
Wabhrscheinlich werden diese Effekte unter anderemchd die PI3-Kinase und
Phospholipase C vermittelt [54, 78, 122, 86, 87,I1]PC/AA/C1- und MDCK-
Zellen konnte ein invasives Verhalten im Zusammaghait TFF1 erst nach
Aktivierung von Src und RhoA nachgewiesen werdeae. dbabil TFF1-transfizierte
Kolonkarzinomzellline HCT8/S11 hingegen zeigte kiirend konstitutiv invasives
Verhalten [20]. Durch Synergismus mit EGF konnte pliomigratorische Wirkung
von TFF1 noch verstéarkt werdgz?].
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Angiogenese

Die proangiogene Wirkung von TFF1 konnte an HUVEQnjan umbilical vein

endothelial cells) —Zellen sowie in einem CAM (d¢hzhorioallantoic membrane)-
Assay gezeigt werden. TFF1 scheint Uber VEGF-Rerepnd throboxane A2
rezeptor zu wirken, nicht aber tUber den EGF-Rezepder den COX-2-Rezeptor
[89].

TFF1-Knock-out-Mause

Charakteristische Befunde bei TFF1-defizienten Mausind eine Hyper- und
Dysplasie der gastralen Schleimhaut; alle entwiclgdstrale Adenome und ein
grof3er Anteil Karzinome. Auch fuhrt diese Mutatmneinem fast volligen Verlust
der Mukusschicht [48]. AuRerdem scheint der Margel TFF1 die ,Unfolded

protein response“ zu veranlassen, einer Stresswaakles Endoplasmatischen
Retikulums (ER). In den gastralen Tumoren der Tkementen vergrol3erte raue ER
beobachtet werden, die dicht gepacktes Materidliglten. Diese Entdeckungen
fuhrten zur Hypothese, dass ein TFF1-Mangel eirdefkafte Proteinfaltung

verursacht [110].

Tumorsuppressor oder Onkogen?

Eine veranderte TFF1-Expression konnte in zahlegidkarzinomen nachgewiesen
werden, darunter in Mammakarzinomen, Magenkarzimoamel Kolonkarzinomen.

Wie oben bereits erwédhnt, ist TFF1 in einer Mammakamzelllinie entdeckt

worden. Die Rolle von TFF1 im Mammakarzinom ist ealschon relativ gut

erforscht worden. Zusammenfassend lasst sich sagess,in einem hohen Anteil
der Mammakarzinome, deren Metastasen und Vorléderen eine TFF1-

Uberexpression nachgewiesen werden kann. Diesendésst korreliert mit der

Expression des Ostrogenrezeptors. TFF1 bedeutat digen prognostisch

gunstigen Marker [82, 57, 4, 24].

10
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Auch in vielen kolorektalen Karzinomen findet sieime TFF1-Uberexpression,
hier assoziiert mit HSP70 (Heat Shock Protein D¢ normale Mukosa ist frei
von TFF1 [74].

Beim Magenkarzinom ergibt sich ein uneinheitlicBdg zur Rolle von TFF1. Eine
Uberexpression von TFF1 kann in atypischen Hypsi@hader Magenmukosa,
hyperplastischen Polypen, ungefahr der Halfte dag&hkarzinome sowie einigen
Magenkarzinomzelllinien gefunden werden [74]. EFeF1-Uberexpression geht
mit  einer schlechten Prognose einher wund st ein rkéfta fir
Lymphknotenmetastasen [57, 82]. AulRerdem scheiftlTkvie bereits erwéhnt,
eine wichtige Rolle in der Bindung des als potenkeszinogen im Magen
bekannten Bakteriums Helicobacter pylori zu spi¢&dn 15].

Auf der anderen Seite ist die TFF1-Expression in%b@er Magenkarzinome
reduziert. Vor allem beim Karzinom vom intestinaleyp scheint TFF1 verloren zu
gehen. In diesen Fallen finden sich héufig Mutaiomind Deletionen des TFF1-
Gens oder eine Hypermethylierung des Promoters,2nas Funktionsverlust des
Proteins fiuhrt. Auch die erhdhte Rate der Karzindmieden schon oben erwéahnten
TFF1-Knock-out-Mausen spricht fir eine Tumorsuppoeskolle von TFF1 im
Magenkarzinom [48, 72, 109, 105, 40].

1.3.2 TFF1 im Pankreaskarzinom

Unsere Arbeitsgruppe konnte eine Uberexpression MeR1 in PanIN-Lasionen
und im Pankreaskarzinom nachweisen [9]. Entspratdhétrgebnisse finden sich
auch in der weiteren Literatur. Fast alle zum Thetoachgefuhrten Arbeiten
zeigen eine Uberexpression von TFF1 im Pankreaiskarz im Vergleich zu

normalem Pankreasgewebe. Gleiches gilt flr dieNdudksionen [121, 103, 92, 97,
16, 114, 29]. Eine einzelne Studie konnte keinewsdise auf eine TFF1-
Uberexpression im Pankreaskarzinom finden, jedoah sie auch hier in PanIN-
Lasionen vorhanden. Dieselbe Studie weist auf eméglichen Zusammenhang
der Entwicklung der PanIN-Lasionen mit der Aktivieg eines Hedgehog-

Signalwegs hin, in dessen Folge Gene, die eineeRoller Embryonalentwicklung
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des Darmrohres spielen, reaktiviert werden [77]. &8rde aul3erdem die
Koexpression von TFF1 und des EGF-Rezeptors im atkrkt Adenokarzinom
beschrieben [121].

Erwéhnenswert ist, dass in so gut wie allen muand3ankreastumoren, sowohl
benigne als auch maligne, eine deutliche TFF1-Ulpeession gefunden wird
[120, 103, 42].

Uber die Expression von TFF1 in gesundem humanakrasgewebe liegen nicht
solch einstimmige Daten vor. In einigen Fallen kgadoch eine, wenn auch
niedrige, TFF1-Produktion nachgewiesen werden. Digsowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene. Die TFF1-Produktion istd@eauf die Epithelien der
Pankreasgange beschrankt [52, 103, 97], nur eibeitAberichtet auch Uber TFF1
in endokrinen Pankreasanteilen [36]. Eine Publidtatberichtet Gber TFF1 bei
Pankreatitis und in einer Region duktaler Prolifiera[16].

o
&

Abbildung 2: Immunhistochemische Analyse der TFF1-Kpression in einer PanIN-1B-
Lasion; der Einschub zeigt angrenzendes normales Gangkpithe nachweisbare TFF1-
Expression. Mit freundlicher Genehmigung aus [77].

Es konnte bislang kein Zusammenhang zwischen dé&l-Hxpression und der

Prognose gefunden werden. Jedoch zeigten sich lfiewauf eine Korrelation
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zwischen der Intensitat der Farbung fur TFF1 in ldemunhistochemie und dem
Tumorstadium sowie Lymphknotenmetastasen. Eine achev Farbung deutete
hier auf ein eher niedriges Tumorstadium und keipephknotenmetastasen hin
[92]. Daten zur Funktion von TFF1 im Pankreaskaminagen zu Beginn dieser
Arbeit nicht vor.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Wie zuvor beschrieben, konnte bereits gezeigt werddass TFF1 im
Pankreaskarzinom und auch in dessen Vorlauferlésidiverexprimiert wird. Des
Weiteren spielen einige der Funktionen, mit dené&i# 1 bisher in Verbindung
gebracht wurde, auch eine wichtige Rolle in der drentstehung. Eine mdgliche
funktionelle Rolle von TFF1 im Pankreaskarzinom wadoch bisher nicht
untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Funktion vafFT in Pankreaskarzinomzellen
in vitro aufzuklaren. Dazu sollten zun&chst orientierunipsna funktionelle
Uberexpressionsversuche mit der Zelllinie HEK-2@Bctigefiihrt werden. Parallel
dazu sollten verschiedene Pankreaskarzinomzefilimief ihre TFF1-Expression
hin untersucht werden, um ein geeignetes Zellljpgam zu identifizieren, dessen
einer Partner eine hohe, der andere eine niedrg€l-Expression aufweist. Mit
Hilfe von transienter und stabiler TransfektionltolTFF1 anschlieRend in der
Zelllinie mit niedriger endogener Expression rekamahnt Gberexprimiert sowie in
der Zelllinie mit hoher endogener Expression duRINA Interference (RNAI)
herunterreguliert werden.

Diese Modellsysteme sollten schlief3lich dazu vede¢mverden zu untersuchen, ob
eine veranderte TFF1-Expression zu einem veramdéfeghalten der Zellen im
Hinblick auf Proliferation, Apoptose, Migration undubstatunabhéngiges
Wachstum flhrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht speziell vermerkt, wurden alle Cheridmund Reagenzien von den
Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Fluka (Buchs S&chweiz), Merck
(Darmstadt), Roche Molecular Diagnostics (Mannhei8grva (Heidelberg) und

Sigma Chemie (Deisenhofen) bezogen.

2.1.2 Laborgerate

7500 Fast Real-Time PCR
System

BioPhotometer

Blotkammer Mini Trans-Blot
Brutschrank (Hereaus 6000)
Cryo 1C Freezing Container
Elektrophoresekammer (EC 120,
Mini Vertical System)

Entwickler Filmautomat Curix 60
und Reagenzien

Feinwaage AE 163

Luminometer Centro LB 960
(Programm: MikroWin 2000,
Version 4.36)

Magnetriihrer MR 2000
Mikroplate Reader EL x800

14

Applied Biosystems (Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)
BioRad (Munchen)
Hereaus (Hanau)
Nalgene (Wiesbaden)
EC  Apparatus  Corporation
(Milford, MA, USA)
Agfa (Koéln)

Mettler (Giel3en)
Berthold Technologies (Bad
Wildbach)

Heidolph (Schwabach)
BioTek (Friedrichshall)



Material und Methoden

Mikroskope

- IMT-2

- AxioVert 200

Multipipette und Spitzen
Neubauer-Zahlkammer
Phero-stab. 300 Elecrophoresis
Power Supply

Photometer Dynatech MRX

Pipetboy acu

Pipetten
Plattenschttler KS 250 basic
PS 500 XT DC Power Supply

Semidry Blot (Trans-Blot SD
Semidry Transfer Cell )
Sterilbank Sterilflow Lamin Air
HB 2448

Thermoblock DriBlock DB 2A
Tischzentrifuge (Biofuge Pico)
Ultraschallgerat Labsonic U
Vortexer MS1 Minishaker
Wasserbader

- GFL

- RMG6

Zentrifugen

- Varifuge K

- Biofuge pico
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Olympus (Hamburg)
Zeiss (Oberkochen)
Eppendorf (Hamburg)
Meierhofen
Biotec Fischer (Reiskirchen)
Dynatech Laboratories
(Chantilly, VA, USA)
Integra Biosciences IBS
(Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)
IKA Labortechnik,Uséa
Hoefer Scientific Instamts
(San Francisco, USA)

BioRad (Mlnchen)

Heraeus (Hanau)

Techne AG (Jahnsdorf)
Heraeus (Hanau)
B.Braun (Melsungen)

IKA Labortechnik (Staufen)

GFL (Burgwedel)
Lauda (Lauda-Konigshofen)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipettenspitzen
Kryogefal3e

PP-Ro6hrchen, 15 ml
PP-Rohrchen, 50 ml
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)
Rundbodenrdhrchen, Polystyren
sterile Einmal-Pipetten
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96
Vertiefungen)

Zellkulturschalen, 6 cm

Zellschaber

2.2 Zellkultur

2.2.1 Verwendete Zelllinien

HEK-293

Gilson (Middleton, WI, USA)
Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Sarstedt (NUmbrecht)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)

Sarstedt (NUmbrecht)

Becton Dickinsondeleerg)

Greiner Bio-one (Frickenten)
Greiner Bio-one (Frickenhausen)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Becton Dickinson (Heideter

Greiner Bio-one (Frickenhausen)

Als epitheliale Zelllinie wurden HEK-293 Zellen wegndet, eine durch Fragmente
des Adenovirus 5 transformierte humane embryonadeeNzellkultur [26]. Diese

Zelllinie zeichnet sich durch einfache Kultur sowehr gute Transfizierbarkeit aus.

PaTu 8988t und PaTu 8988s

Die Zelllinien PaTu 8988t und PaTu 8988s wurdeneinsr Lebermetastase eines
Patienten mit primarem Adenokarzinom des Panksagert [19]. Wahrend PaTu
8988t-Zellen ein einschichtiges, adhérentes undlkienendes Wachstum sowie
eine gute Differenzierung zeigen, neigen PaTu 8Z&8en zum Wachstum in

Zellverbanden sowie zu einem niedrigeren Differenmigsgrad [45].
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2.2.2 Medien und Medienzusatze

Die verwendeten Kulturmedien und Zusatze wurdewgegmicht anders vermerkt,
von der Firma PAA (Pasching, Osterreich) bezogen.

Alle Zelllinien wurden in DMEM (Dulbecco’s Modifiedcagle Medium, High
Glucose (4,5 9g/l) with L-Glutamin) mit Zusatz von0% FCS (fotales
Rinderserumalbumin) und 0,05 % Gentamicin gehalten.

Stabile Klone wurden in DMEM mit Zusatz von 10 % 3$@nd 3 mg Neomycin
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) pro ml DMEM kultivier&amtliche Versuche mit

stabilen Klonen wurden in Gentamicin-haltigem Mexidurchgefuhrt.

2.2.3 Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten wurden mit sterilen Loésungen und unsterilen Bedingungen
verrichtet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte ib&87°C und 5% C@ in

Zellkulturflaschen oder -schalen in oben genannigthrmedien. Bei einer
Konfluenz von 80— 100 % wurden die Zellen passagiedem sie mit PBS
(Phosphate Buffered Saline) gewaschen, mit Trypgin der Oberflache des
KulturgefalRes abgelost und vereinzelt wurden. Naehtrifugation bei 1200 rpm
wurde das Zellpellet resuspendiert und der gewiias8hnteil der Zellen in eine

neue Zellkulturflasche bzw. andere ZellkulturgefaBerfuhrt.

Versuche mit der Zelllinie PaTu-8988s wurden auflldgenbeschichteten

ZellkulturgefalRen durchgefihrt.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden der Zellsuspemshach Ablésen vom
Zellkulturgefal® ca. 10 ul entnommen und auf einkelk&immer mit der Einteilung
nach Neubauer aufgetragen. Nun wurden die Zelledlein vier Eckquadraten
ausgezahlt. Der Mittelwert der Zellen aus den WHekquadraten wurde mit dem
Faktor 1 x 10 multipliziert. Man erhielt so die Zellzahl, die @nem Milliliter der

Zellsuspension enthalten ist.
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2.2.5 Kryokonservierung

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden diese nablbgen vom Kulturgefald in
10 % DMSO in FCS aufgenommen und je 1 ml der Suspenn ein Kryogefald
Uberfuhrt. In einem Propanolbad bei -80°C wurde lamgsames Herunterkihlen
gewahrleistet. AnschlieBend wurden die Zellen wiite bei -80°C oder in

fliussigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen erfolgte moglichst schnell bei 37°@ Rellsuspension wurde in ein
mit Medium befilltes Zellkulturgefal3 gegeben. Nathheftung der lebendigen

Zellen wurde das Kulturmedium gewechselt.

2.2.6 Kollagenbeschichtung von Zellkulturgefal3en

Zur Beschichtung der ZellkulturgefaRe mit Kollagemurde unter sterilen
Bedingungen eine Losung von Kollagen Typ | (Ral, taigma (Deisenhofen)) in
250 ml Aqua dest. und 1,458 ml 99 %iger Essigséwemestellt. Von dieser
Losung wurde so viel in ein Zellkulturgefal3 gegebdass der Boden gerade
bedeckt war. Die Gefal3e wurden fir mehrere StumeheBrutschrank inkubiert.
Anschlielend wurde die Kollagenldsung wieder abgenen und die Platten
trockneten nochmals im Brutschrank. Wurden sie tnilitekt verwendet, konnten

sie gut verschlossen bei 4°C gelagert werden.

2.2.7 Gewinnung von konditioniertem Medium

Um konditioniertes Medium zu erhalten, wurden HE¥GZZellen mit den GFP-
Uberexpressionskonstrukten (s. u.) transfiziert. $inden nach Transfektion
wurde das Medium erneuert. Dieses Medium wurde maeh Tagen abgenommen
und im Verhdaltnis von 1:1 mit frischem Kulturmedi gemischt, um den
Nahrstoffgehalt wieder zu erhdhen. Diese Mischungde dann fur die weiteren

Versuche verwendet.
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2.3 Genregulation adharenter Zellen durch Transfekt  ion

2.3.1 Vektoren

GFP Expressions-Vektoren: pdECFP und pdEYFP

GFP Green FluorescentProtein) ist ein grun fluoreszierendes Protein, Wwek
1962 in einer Quallenart entdeckt und aus ihr ésbliwurde [91]. Das Protein
vereint viele glunstige Eigenschaften: Es ist nigltotoxisch, benétigt keine
zusatzlichen funktionellen Komponenten, lasst sehr gut mit vielen anderen
Proteinen koppeln und besitzt den Vorteil der deakBeobachtbarkeit unter dem
Mikroskop durch Fluoreszenz. Auch die Verteilung d&oteine auf zellulare
Kompartimente wird darstellbar [96]. Die gleichelg&nhschaften besitzen auch die
GFP-Abkommlinge CFPQyan FluorescenProtein) und YFP Yellow Fluorescent
Protein), die durch Punktmutationen aus GFP hengaggen sind und ein jeweils
etwas nach blau bzw. gelb verschobenes Fluoregzektzsm aufweisen.

In dieser Arbeit wurden Plasmid-Konstrukte verwende denen der offene
Leserahmen (ORF) des TFF1-Gens in die Vektoren pdEWzw. pdECFP [96]
kloniert vorlag. Dabei entstand in pdECFP ein Nv¥ieales Fusionskonstrukt aus
CFP und TFF1. Der Vektor pdEYFP erlaubt prinzipdi Herstellung von C-
terminalen Fusionen von ORFs mit YFP; aufgrund ideder ORF-Sequenz von
TFF1 noch vorhandenen Stopp-Codons wurde in diesath jedoch der
unfusionierte TFF1-ORF alleine transkribiert. Eire dGFP-Sequenz tragender
Vektor (pEGFP) diente als Negativ-Kontrolle. Dietigen Plasmide besal3en eine
CMV-Promotor-Region sowie Antibiotikaresistenzen r zWervielfaltigung in
kompetenten Bakterien. Durch Transfektion in dieggige Zelllinie konnte somit
eine Uberexpression von TFF1 erreicht werden. Dandfektionskontrolle konnte

hier visuell Gber den Anteil fluoreszierender Zellenter dem Mikroskop erfolgen.
pcDNA™3.2/\/5-DEST

Dieser Vektor wurde von der Firma Invitrogen (Keultse; Katalognr. 12489-019)
bezogen. Mit Hilfe der Gateway-Technologie wurde n ei TFF1-
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Uberexpressionsvektor hergestellt. Hierzu wurdedgbst TFF1-cDNA in einen
Entry-Klon eingefligt, welcher dann Uber LR-Rekonalbion in den Zielvektor
gelangte. Dem neu eingefigten DNA-Abschnitt ist e@MV-Promotor
vorgeschaltet. Des Weiteren tragt der Vektor Resmn fur Ampicillin und
Neomycin, die die Vervielfaltigung in kompetenteakBerien bzw. eine Selektion
von Zell-Klonen erlauben.

Durch diesen Vektor wird in der Zielzelle eine Ubgiression von freiem TFF1
erreicht. Die Transfektionskontrolle erfolgte duitestern Blot oder gRT-PCR

Als Negativ-Kontrolle diente das leere Plasmid.

Cm* attR2 V5 epitope
) X |

Abbildung 3: Schematische Darstellung des pcDNA/VBEST-Vektors (Fa. Invitrogen)

2.3.1.1Vervielfaltigung der Vektoren

Die Vervielfaltigung erfolgte durch Transformatidompetenter E.coli (Top 10;
Invitrogen, Karlsruhe).

Hierzu wurden 0,5 pl Plasmid zu 50 pl E.coli gegehend 30 min auf Eis

inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 35 Seki 42°C und kurzes Abkthlen auf
Eis. Nach Zugabe von 500 pl LB-Medium (Sigma, Defsden) erfolgte eine

Inkubation fir 30 min bei 37°C im Wasserbad. Etv® il des Ansatzes wurden
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auf LB-Agarplatten, die das entsprechende Selegdiotibiotikum (s. Tabelle)
enthielten, ausgestrichen und tber Nacht bei 3@fBnutschrank gehalten.

Am néachsten Tag wurde LB-Medium mit dem entspredeen Antibiotikum
versetzt und mit einer der tUber Nacht gewachsers@anken beimpft. Es erfolgte
eine weitere Inkubation Uber Nacht bei 37°C im S

Fur Glycerinstocks wurden zu 900 pl der Bakteridinkul00 pl Glycerin gegeben
und bei -80°C gelagert.

Die Isolierung der Plasmide aus den Bakterienkethuerfolgte mit dem Nucleo-
Spin Plasmid oder NucleoBond PC 500 Kit (Machereg®l, Duren). Hierbei
wurden die Uber Nacht gewachsenen Bakterienkultuzenéchst bei 4°C
herunterzentrifugiert und der Uberstand verworfie. Pellets wurden mit dem im
Kit enthaltenen S1-Puffer gelést und die Baktemeih S2-Puffer lysiert. Danach
wurde das Gemisch mit S3-Puffer neutralisiert. Bakterienlysat wurde nun Uber
einen Filter und auf die zuvor mit N2-Puffer vorbiggten Saulen gegeben. Die
Séaulen wurden mit N3-Puffer gewaschen. Die Plasrk@enten dann durch N5-
Puffer aus der Saule gewaschen werden. Zur Ausfilllder Plasmide wurde
Isopropanol zum Eluat gegeben. Die Losung wurdérifegiert und der Uberstand
verworfen. Das Plasmidpellet wurde in 400 pL@Hnit 40 pl Natrium-Acetat und
1000 pl Ethanol resuspendiert und erneut zentefigiDer Uberstand wurde
verworfen und das Pellet getrocknet. AnschlieRenoider das Pellet wieder in
dH,O gel6st und die Konzentration gemessen. Gelagertievdie Plasmid-DNA
bei -20°C.

Plasmid Resistenz mg/ml LB-Medium
YFP Gentamicin 20 pg/ml
CFP Ampicillin 100 pg/ml
GFP Kanamycin 50 pg/ml
pcDNA 3.2 Ampicillin 100 pg/ml

Tabelle 1: Selektionszusatze fir die Bakterienkultu
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2.3.2 Transiente Transfektion humaner Zelllinien

2.3.2.1Suspensionstransfektion mit Effectene

Das Effectene Transfektionsreagenz (Qiagen, Hildenyde verwendet, um
Uberexpressionskonstrukte in HEK-293-Zellen zugfaieren.

Dafir wurden zunéchst die Zellen gewaschen, mifpdiry abgeltst und dieses
durch Kulturmedium inaktiviert. Die Zellzahl wurdbestimmt.

Die Reaktionsansatze wurden nach den Vorgaben éestdlers vorbereitet (s.
Tabelle). Pro 6-Lochplatte wurden dem Reaktiongan$@0 000 — 600 000 Zellen
hinzugefligt. Die Losung wurde mit Kulturmedium avfei Milliliter pro Loch

aufgefullt und auf die vorbereiteten Platten pijett

DNA Enhancer EC-Puffer Effectene

0,4 ug 3,2 ul 98 ul 10 pl

Tabelle 2: Ansatz fur die Transfektion mit Effectere in der 6-Lochplatte

Nach ca. 24 Stunden Inkubation im Brutschrank B&C3und 5 % C@wurde
mittels Fluoreszenzmikroskop die Transfektionse#hz gepruft und die Zellen

wurden fir weitere Versuche verwendet.

2.3.2.2Transfektion mit Lipofectamine 2000

Mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) werdPlasmid-DNA in PaTu

8988t-Zellen transfiziert.

Zunachst wurden am Vortag der Transfektion 200 ©I800 000 Zellen in einer
6-Lochplatte ausgesat. Eine Stunde vor der Tratiefekwurde das normale
Kulturmedium durch antibiotikafreies ersetzt. Dieedgenzien und Plasmide
wurden getrennt voneinander in serum- und antiaéteiem Medium angesetzt.
Nach funf Minuten wurden beide Anséatze gemischt filndeine weitere Stunde

inkubiert, bevor die Reagenzien auf die Zellen gegewvurden. Die Zellen wurden
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fur drei Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5 % ,@G@kubiert, ehe die

Transfektionsreagenzien verworfen und durch Kuledimm ersetzt wurden.

Medium DNA Lipofectamine 2000

250 pl 4 ug 10 pl

Tabelle 3: Ansatz fur die Transfektion mit Lipofectamine 2000 pro well in der 6-Lochplatte

2.3.3 Stabile Transfektion

Ziel der stabilen Transfektion ist es, Zellklonegdrezuzichten, die das gewlnschte
Plasmid in ihr Genom integriert haben und somitedaaft eine Uberexpression des
Zielgens aufweisen. Bei jeder Transfektion entstekafallig Zellen, die das
Plasmid in ihr Genom integrieren. Durch eine zusd#tzauf dem Plasmid
vorhandene Antibiotikaresistenz koénnen diese Zeil®en Anschluss, auch bei
Zusatz eines eigentlich fur die Zelle toxischen iBotikums zum Medium,
Uberleben und so selektiert werden.

Vor Beginn der stabilen Transfektion musste die anration des
Selektionszusatzes ermittelt werden, die fur usfiaierte Zellen todlich ist. Dazu
wurden untransfizierte Zellen mit einer Konfluenanvca. 50 % in 6-Lochplatten
ausgesat und unterschiedlichen Konzentrationeisdiektionszusatzes im Medium
ausgesetzt. Es wurde die Konzentration verwendst,dbr nach sieben Tagen
nahezu alle Zellen abgestorben waren. Fur dieidiellPaTu 8988t ergab sich hier
eine Konzentration von 3 mg Neomycin pro Millilitetedium.

Die Transfektion erfolgte nach oben beschriebenetoRollen. Am Tag nach der
Transfektion wurden die Zellen in hoher Verdinnuwrgeut ausgesat und am
darauf folgenden Tag dem Selektionsmedium ausdeddtzch weiteren zehn
Tagen wurden einige der nun entstandenen Kolomem Kulturgefald in eine 96-
Lochplatte Gberfiihrt und Gber die folgenden Wochemmehrt.
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Die relative Expressionsstarke von TFF1 wurde dukbfestern Blot oder
guantitative RT-PCR ermittelt.

2.3.4 Transfektion von siRNA

siRNA (small interfering RNA) wird eingesetzt, umedExpression des zu
untersuchenden Gens in einer Zelle zu unterdridkam. zu vermindern. Die
synthetisch hergestellten RNA-Fragmente binden, lognazum naturlichen
Mechanismus in der eukaryoten Zelle, zusammen méne Proteinkomplex an
einen Zielbereich der mRNA und fihren zu deren tBpgl Es resultiert eine
verminderte Expression des entsprechenden Proteins.

In dieser Arbeit wurde siRNA mit Hilfe des siLent®dReagenzes (BioRad,
Minchen) in PaTu 8988s-Zellen eingebracht. Am \pdar Transfektion wurden
400 000 Zellen in der kollagenbeschichteten 6-Ltathgp ausgesat. Wenige
Minuten vor der Transfektion wurde das Kulturmediemeuert. Es wurden je 4 pl
der 20 uM siRNA (Applied Biosystem, Darmstadt, Sawgen s. Tabelle) und 4 pl
siLentFect in je 150 pl serumfreiem Medium angdsefzie siRNA- und

Transfektionsreagenz-Ansatze wurden gemischt, @m bei Raumtemperatur
inkubiert und auf die Zellen gegeben. Die Effekéivider Transfektion wurde in

Western Blot oder Real-Time PCR Uberprift.

SIRNA Sequenz

TFF1 ID # 44942 (im 5'-GACAGAGACG-UGUACAGUGtt-3’
Folgenden siTFF1_1)

TFF1 ID # 45038 (im 5-GUGUGCAAAUA-AGGGCUGCIHtt-3’
Folgenden siTFF1_2)

Negativkontrolle Silencer Negative Control #1 sSiRNA

Tabelle 4: Verwendete siRNA
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2.4 Nukleinsdureanalytische und molekularbiologisch e
Methoden

2.4.1 Isolierung von RNA
Die Isolierung von RNA erfolgte mit dem PeqGold dloRNA Kit (PeglLab,

Erlangen) unter mdglichst RNasefreien Bedingungemachst wurden die Zellen
mit PBS gespult und mit Hilfe eines Zellschabers Liysepuffer direkt vom
Zellkulturgefal? abgelost. Um das Zelllysat zu hosrogieren, wurden im Kit
enthaltene Shredder-Saulen verwendet. Anschlie@emde das Homogenisat mit
1 Vol. 70 % Ethanol versetzt und auf Silikat-Saulem RNA-Bindung gegeben.
Die Saulen wurden zentrifugiert und mit Waschpuff@waschen. Nun konnte
optional ein DNA-Verdau durchgefihrt werden. Hierzurden 10 pl DNase stock
Solution mit 70 pul RDD Puffer (beides Qiagen, Hilyggemischt und fur 15 min
bei Raumtemperatur direkt auf der Membran der Sénkebiert. In weiteren
Schritten wurde die RNA erneut gewaschen und dideSdurch Zentrifugation
getrocknet. Zum Schluss wurde die RNA mit RNaseefmredH,O aus der Saule
gewaschen. Zur Bestimmung der Konzentration wundékguot entnommen. Die

Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -8§8l@gert.

2.4.2 Herstellung von cDNA

Als cDNA (copy DNA) wird DNA bezeichnet, die durcbverse Transkription aus
RNA entstanden ist. Sie spiegelt somit das Expoasgrofil einer Zelle wider.

Die Synthese der Erststrang-cDNA erfolgte mit demmn@cript-Kit der Firma
Qiagen (Hilden), dem RNAse-Inhibitor Superaseln Wligo(dT)-Primern der

Firma Ambion (Darmstadt) nach folgendem Ansatz:

1 pg RNA in 14 pl nucleasefreiem®

RT-O (reverse Transkriptase) 1l
Superaseln 0,5 ul
Oligo(dT)-Primer 0,4 ul
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dNTPs (10 mM) 2 ul
10 x RT-Puffer 2 ul

Dieser Ansatz wurde fir eine Stunde bei 37°C im 8§dsad inkubiert und dann
auf Eis abgekuhlt.
Wenn gewinscht, wurde eine Zweitstrang-Synthesehdefihrt. Hierzu wurde zu

den 20 ul Einzelstrang cDNA aus der Erststrang®g#hfolgender Ansatz

gegeben:

nucleasefreies Wasser 64 pl
10 x Puffer Pol. | 10 pl
dNTP-Mix (10 mM) 4 pl
Polymerase | (E.coli) 2 ul

Die Polymerase und der 10 x Puffer Pol. | stammten Fermentas (St. Leon-
Roth), der dNTP-Mix von Ambion (Darmstadt). Der Ats wurde fur zwei
Stunden bei 16°C im Wasserbad inkubiert und eraeliEis abgekdhilt.
AnschlielRend erfolgte der RNA-Verdau unter Zugalws i pl DNAse-freier
RNAse (500ug/ml, Roche, Mannheim) fur 30 Minuten B&°C im Wasserbad.
Aufgereinigt wurde die cDNA mit dem MinElute Reaxcti Cleanup Kit (Qiagen,
Hilden). Hier wurde zunachst die DNA-Probe mit 3UCERC-Puffer versetzt und
zur Bindung auf eine Silikatgel-Saule gegeben. aelle wurde zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Durch PE-Puffer und weitéentrifugation wurde die
Séaule gewaschen. Die DNA wurde schlieRlich mit L&ERB-Puffer aus der Saule

gel6st und bis zur weiteren Verwendung bei -20°@ggt.

2.4.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration und Reinheit der eluierten RNAvbDNA wurde mit Hilfe der
UV-Spektralphotometrie ermittelt. 2l der Nukleinsaure in wassriger Lésung

wurden mit 98l RNAse-freiem Wasser verdinnt und das Absorptiensédgen in
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einer UV-Kuvette mikro (Plastibrand, Wertheim) loein Wellenlangei=260 nm
und2=280 nm gemessen. Um die Konzentration abschatzé&drmen, wird davon
ausgegangen, dass eine RNA-LAsung vopgltl bei der Wellenlange=260 nm
eine Absorption von 1 hat. Daraus ergibt sich digénde Formel zur Errechnung
der Konzentration von RNA in wassriger LOsung:

C=A xUxV
260

wobei
C = Konzentration img/ml
U = Umrechnungsfaktor ipng/ml, entspricht bei RNA 40
V = Verdunnungsfaktor in ngf

Aeo™ Absorption bei einer Wellenlange van260 nm

entsprechen. Der Quotient aug Azu A, gibt Aufschluss Uber den Grad der

Kontaminierung der RNA mit Protein. Er sollte iderabeise zwischen 1,6 und 2,0

liegen.

2.4.4 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-time PCR ermoglicht eine \felféltigung von
Nukleinséuren, die gleichzeitig eine quantitativbsghatzung zulasst. Durch die
Einlagerung von fluoreszierenden Farbstoffen in dmeplifizierte cDNA kann
deren Menge in Relation zu der eines ebenfalls ifimgten sog. Housekeeping-
Gens (hier das ribosomale Protein RPLPO) gemessettew und so eine Aussage
Uber das Mengenverhaltnis der cDNA in den einzePr@ben getroffen werden.
Pro Loch der 96-Loch-Reaktionsplatten (MikroAmpstfaptical 96-w Reaction
Plate 0,1 ml; Applied Biosystems, Darmstadt) wurd&rul Master-Mix vorgelegt
und 2 pl cDNA (in einer Konzentration von 0,1 pg/imihzupipettiert.

Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:
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Power SybrGreen PCR Mastermix 200 pl

Primer_for 0,5 pul
Primer_rev 0,5 pl
nucleasefreies Wasser 190 pl

Der Power SybrGreen Mastermix stammte von der FiApalied Biosystems
(Darmstadt), die Primer wurden von biomers.net (Ubgzogen und lagen in einer

Konzentration von 100 pmol/ul vor.

Primer Sequenz

TFF1_for 5-GTCACGCCCTCCCAGTGT-3’
TFF1_rev 5-CTGGAGGGACGTCGATGGTA-3’
RPLPOQ_for 5-GTCGGAGGAGTCGGACGAG-3'
RPLPO_rev S-GCCTTTATTTCCTTGTTTTGCAAA-3’

Tabelle 5: In der Real-time PCR eingesetzte Primer

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe dA&ACt-Methode (Applied Biosystems)

ausgewertet.
2.5 Proteinanalytische Methoden

2.5.1 Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion wurden Gesamtzelllysate hetegjkt. Dazu wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und in PBS mit einem Zellschaber Kulturgefald abgeldst.
Diese Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Gefé@rfiihrt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wuile®BS unter Zusatz von
1 % Proteinase-Inhibitor (G-biosciences, Houstaxab (USA)) resuspendiert und
die Zellen durch Ultraschall lysiert. Die Suspenswurde erneut zentrifugiert. Im

Uberstand befanden sich nun die Proteine aus desan@eelllysat. Es wurden
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Aliquots zur Konzentrationsbestimmung entnommen uhe Proben bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Methode rBicddford angewandt. Es
wurde das BioRad Protein-Assay Reagenz (BioRad,ckiém) verwendet, welches
zunadchst 1:5 mit Wasser verdinnt wurde. Je 400es! vrdinnten Reagenzes
wurden zusammen mit 2 pl der Proteinextrakte irreln5 ml halbmikro Kivette
(Plastibrand, Wertheim) gemischt. Die Absorptionesdr LOsung wurde
anschlieBend bei 595 nm im Photometer gegen eisennlert gemessen. Fur jede
Messung wurde aulRerdem eine Konzentrationsreihedefihierten Mengen (1-
8 ug/ul) BSA (bovines Serumalbumin; Sigma, Deiséasp angelegt, die die

Errechnung der Proteinkonzentration in den zu tmesgnden Proben ermdglichte.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese erlaubt eindtr®nnung der Proteine nach
ihrer GrofRe. Aufgrund ihrer Ladungseigenschaftemdean sie entlang eines
elektrischen Feldes, die Grolle der Proteine enthethe tber ihre

Laufgeschwindigkeit.

Fur die Elektrophorese wurden die Proteinextrakiedzhst mit 4 x Probenpuffer
verdunnt und 1/10 Volumen DTT (1 M Dithiothreitohjinzugefiigt. Vor dem

Auftragen auf das Gel wurden die Proteine fur 5uem bei 95°C denaturiert.

Losungen fur die SDS-Gelelektrophorese:

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

1,5 M Tris Base (36,34 Q) 0,5 M Tris Base (12,11 g)

0,4 % SDS (4 ml, 20 %ig) 0,4 % SDS (4 ml, 20 %ig)

mit AMPUWA auf 200 ml mit AMPUWA auf 200 ml
auffullen auffillen

pH 8,8 pH 6,8
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10 x Laufpuffer

250 mM Tris Base (30,3 Q)
1,92 M Glycin (144 g)

1 % SDS (10 g)

mit AMPUWA auf 1 Liter

auffillen

4 x SDS Probenpuffer
2 g Tris HCI (253 mM)
25 mg Bromphenolblau
25 ml AMPUWA

mit Glycerol auf 45 ml aufftllen

pH 6,8 einstellen, dann + 5 ml
20 %ige SDS-Losung (2 %)

Ansatz fir ein Sammelgel:

Sammelgelpuffer 500 pl
AMPUWA 1180 pl
Acrylamid (30 %/0,8 %) 320 pl
APS (10 %) 5 ul
TEMED 2,5 ul
Ansatz fir je zwei Trenngele:

10 % 15 % 21 %
Trenngel-puffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml
AMPUWA 3,67 mi 2,0 ml oml
Acrylamid 3,33 ml 5,0 ml 7 mi
(30/0,8)
Glycerol 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
10 % APS 20 pl 20 pl 20 pl
TEMED 20 pl 20 pl 20 pl

Die Gele wurden zwischen vorbereitete und mit Ebhagereinigte Glasplatten
gegossen. Als Stoppgel diente 200 ul Trenngellésuaitge 1,5 pl TEMED und
APS (10 %), welche als erste zwischen die Plategogsen wurde. Sobald das
Stoppgel fest war, wurde die Trenngellésung mit A8 TEMED versetzt und
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ebenfalls zwischen die Platten pipettiert. Sofarath wurde die Sammelgelldsung
mit APS und TEMED versetzt und vorsichtig auf dasmnicht gehartete Trenngel
pipettiert. Nun wurde noch der Kamm luftblasengg@igesetzt. Die Gele harteten
ca. 45 Minuten. Nicht sofort verwendete Gele wurdefeuchtes Saugpapier und

Folie eingewickelt und bei 4°C gelagert.

Die Proteine liefen bis zur Grenze von Sammel- mniigel mit einer Stromstarke
von 120 V, bis zum Gelende dann mit 200 V. Fur Thktden 15- oder 21 %ige
Gele, fur PARP 10 %ige Gele verwendet.

2.5.4 Western-Blotting

Das Western-Blotting ermdglicht die Sichtbarmachdeg aufgetrennten Proteine
nach einer Elektrophorese. Die Proteine wandern miaht mehr innerhalb des
Gels, sondern vom Gel auf eine Membran. Dort binsjggzifische Antikdrper an
die Proteine. Diese Antikdrper wiederum koénnen duReroxidase-gekoppelte
Antikdrper erkannt werden. Durch eine Luminol-Reakt wird die

Chemiluminiszenz angeregt und belichtet so einém.FAuf diesem kann dann
nach der Entwicklung das Vorhandensein des zu sutbenden Proteins

abgelesen werden.

2.5.4.1Ubertragung von Proteinen auf eine PVDF- bzw. NC-
Membran

Die Ubertragung von Proteinen aus dem Gel auf Blambran geschah fiir TFF1
im Tank-Blotting Verfahren (Kammer von BioRad, Minen) bei 400 mV fur 20

Minuten. Geblottet wurde auf eine PVDF-Membran @Poiurchmesser 0,45 um;
Millipore, Schwalbach).

Fur PARP wurde fur eine Stunde bei 400 mA im Tahdttihg Verfahren auf eine

Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell, Ddsgeblottet.

Die PVDF-Membran musste vor der Verwendung firganSekunden in 100 %

Methanol angefeuchtet werden.
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Blotting Puffer

100 ml Towbin 10x
200 ml Methanol
700 ml Ampuwa

2.5.4.2lmmunologische Detektion der an die Membran
gebundenen Proteine

Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu macketmjel3t sich an das Blotten
die immunologische Detektion an.

Hierzu mussten zunéchst unspezifische Proteinbgelurdurch Inkubation der
Membran in 5 % Magermilch in TBST fur eine Stundei RRaumtemperatur
geblockt werden. Anschlielend wurde der gewlnséhtantikorper auf die
Membran in den unten angegebenen Konzentrationgabge und alles bei 4°C
Uber Nacht auf einem Schuittler inkubiert.

TBS (10 x) TBST (1 x)

24,2 g Tris Base 100 ml TBS (10 x)
80 g Natriumchlorid 900 ml AMPUWA
15 ml HCI (37 %) 1 ml Tween 20

auf 1 Liter auffillen

pH 7,6 einstellen

Am zweiten Tag wurde die Membran viermal fur zehmdden in 1 x TBST
gewaschen. Anschlieend wurde der Zweitantikbrp@ér éine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurde nochmals viemialfBST gewaschen.

Als Detektionsreagenz wurde ECL (GE Healthcare, ¢hiém) verwendet. Fir
TFF1-Western Blots wurde das ECL Plus Reagenz seétge Die Filme
(Amersham Hyperfilm ECL; GE Healthcare, Miinchen)rdan die gewiinschte
Zeit belichtet und entwickelt
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Antikorper Verdunnung Hersteller

anti - TFF1 1:500 Santa Cruz, Heidelberg

(rabbit polyclonal)

anti - rabbit HRP 1:10000 Cell signaling, Darsye
MA, USA

anti - PARP 1:1000 Cell signaling, Danvers,
MA, USA

anti - GFP 1:1000 Roche, Mannheim

anti - Aktin-HRP 1:5000 Santa Cruz, Heidelberg

(goat polyclonal)

Tabelle 6: Im Western-Blot verwendete Antikdrper urd ihre Verdinnungen

2.6 Funktionelle Versuche

2.6.1 Untersuchung des Migrationsverhaltens

Der Nachweis von gerichteter Migration vitro erfolgte mit Zellkultureinséatzen,

deren Boden aus einer mit Poren versehenen PET-Meniiestand (Porengréfe
8 um flr 24-Lochplatten, Becton Dickinson, Heidet)e Zwischen den beiden
Seiten der Membran bestand ein Serumgradient.

Fur den Assay wurden die entsprechenden ZellenPBB gewaschen und mit
Trypsin vom Kulturgefal3 abgeltst. Die Zellzahl weiddestimmt und auf 200 000
Zellen pro Milliliter eingestellt. Die Zellen wurdezentrifugiert und in serumfreiem
Medium resuspendiert.

In der speziellen 24-Lochplatte (Multiwell Primarzat well, Becton Dickinson,

Heidelberg) wurden 750 ul DMEM mit 1 % FCS vorgelegnschliel3end wurden

die Zellkultureinséatze in die Locher gesetzt. Idge Einsatz wurden 250 pl der

Zellsuspension pipettiert.
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Nun wurden die Platten fur vier Stunden bei 37°C Bmutschrank inkubiert.
Danach wurden die Einsatze aus der Platte genonutasriyledium ausgeleert und
die Einsatze in PBS gewaschen. Das PBS wurde wiedeusgeleert und der
Einsatz durch mehrmaliges Kreisen mit gefaltetessdifreien Kosmetik-Tlichern
(Scott facial tissues, Kimberly-Clark Professiorfayrrey, UK) ausgewischt. Auf
diese Weise wurden die noch an der Oberseite dendvBn befindlichen, also
nicht migrierten Zellen, entfernt. Zur Farbung derder Unterseite der Membran
verbliebenen, also migrierten, Zellen wurden diesBtze in Kristallviolettiésung
(0,1 g in 50 ml 20 %igem Methanol; Kristallvioleter Fa. Serva, Heidelberg) zehn
Minuten auf einem Plattenschuttler inkubiert. Dimdatze wurden abermals mit
PBS gespult und mit einem gefalteten Tuch ausgétvis€uletzt wurden die
Einsatze mit Wasser gespilt und an der Luft getreck

Um die Anzahl der migrierten Zellen zu bestimmemnyrden die Einsatze zur
besseren Orientierung auf einen mit Gitterlinienrseaenen Objekttrager (Neolab,
Heidelberg) gestellt und die Gesamtzahl der Zaheallen vollstandigen Késtchen

unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

2.6.2 Untersuchung des substratunabhangigen Wachstums

Das substratunabhéangige Wachstum wurde mit Hilfs &woft-Agar-Assays

untersucht. Ziel dieses Versuches ist es, die ferationsfahigkeit der Zellen zu
beurteilen, wenn diesen weder die Anheftung aneginazellulares Substrat noch
die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten zur Verfugysteht. Dieser Zustand fuhrt
physiologischerweise zu Anoikis.

Es musste zunachst ein steriler Bacto-Agar herllfesterden. Je 5 g des Agars
(Difco certified, Detroit, Michigan (USA)) wurdem iLOO0 ml AMPUWA gel6st und

die Losung anschlie3end autoklaviert. Zur bessei@mhabung wurde die Losung
auf mehrere Aliquots von je ca. 10 ml aufgeteila onnte der Agar bis zur
weiteren Verwendung in steril verschlossenen GefaBei Raumtemperatur

gelagert werden.
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Fur den Versuch wurde der durch Erhitzen auf 419€der verflissigte Bacto-
Agar im Verhéaltnis von 1 : 10 mit vorgewarmtem Kalturmedium gemischt. Je
2 ml dieser Lésung wurden in vorbereitete 6-Loctipta pipettiert, Luftblasen
soweit mdglich vermieden. Der Rest der Losung wunad&Vasserbad aufbewahrt,
um das Festwerden zu vermeiden.

Wahrend das Agar-Medium-Gemisch in den 6-Lochptatestarrte, wurden die
Zellen vorbereitet. Die Zellen wurden auf die Ub&c Weise abgel6st und
vereinzelt. Es wurde eine Konzentration von 40 (@len pro Milliliter in
normalem Zellkulturmedium vorbereitet. Diese Zedlsension wurde nun mit dem
doppelten Volumen an verbliebener Medium-Agar-L@swgemischt. Je 750 pl
dieses Gemisches wurden auf die vorbereitete Agadiuin-Unterlage pipettiert.
Sobald diese Schicht fest geworden war, wurde sie aa. 1 ml Medium
Uberschichtet und die Platten fiur das weitere Zsdlvgtum im Brutschrank
inkubiert. Alle zwei bis drei Tage wurde etwa eiillNiter Medium zugegeben, um
das Austrocknen des Agars zu vermeiden.

Die Beurteilung des Wachstums erfolgte nach siefp¢BK-293), zehn (PaTu
8988t) oder 14 Tagen (PaTu 8988s). Als erfolgreachgachstum galt die
Entwicklung eines Zellklons (Zellhaufen von mindest drei Zellen). Ausgezahlt
wurden je zehn Gesichtsfelder in je drei wells pfmsatz unter dem

Lichtmikroskop.

Abbildung 4: Schema der Gesichtsfeldauszahlung ima-Agar-Assay

Jedes well wurde in zehn Gesichtsfelder unter#@&iischlielend wurden die Mittelwerte
gebildet.
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2.6.3 Untersuchung der Zellvitalitat und des Zellwachstums

2.6.3.1MTT-Assay

Der MTT-Assay gibt Auskunft Gber die Menge vitaléellen in der untersuchten
Zellpopulation. So kann nachgewiesen werden, ol eawer bestimmten Zeit im
Vergleich zu einer anderen Population mehr oderngegrvitale Zellen vorhanden
sind.

24 Stunden nach Transfektion wurden gleiche Menden zu untersuchenden
Zellen in 6- oder 12-Lochplatten ausgesat und fiie &eitspanne von 24 bis 72
Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlielend veudths Medium vorsichtig
abgesaugt und durch MTT-haltiges, FCS-freies Medausetzt. Dabei wurde 1 ml
MTT mit 12ml Medium gemischt. Fir die MTT-LOsung usen 5 mg
Thiazolylblau in 1 ml PBS gel6st.

Nun wurde bis zur Blaufarbung der Zellen erneuBratschrank inkubiert. Da das
MTT-Reagenz durch die Mitochondrien verstoffwechsdrd, werden auf diese
Weise ausschliellich vitale Zellen angefarbt.

Das Medium wurde abermals abgesaugt. Um den Féirbstoden Zellen zu I6sen,
wurden pro 6-Loch 500 pl Solubilization Solutiord(% Triton X-100 und 0,1 M
HCI in Isopropanol) hinzupipettiert und die Zelléar 10 Minuten auf einem
Plattenschittler lysiert.

Zur Quantifizierung der Farbstoffmenge wurden 5@¢d Lysats mit 50 pul PBS in
eine 96-Lochplatte gegeben und die Absorption béd im im Fotometer
(Dynatech MRX, Dynatech Laboratories, Chantilly, MASA) gemessen.

2.6.3.2Cell Proliferation ELISA, BrdU

Mit Hilfe des Cell Proliferation ELISR (Roche, Mannheim) ist es méglich, die
Zellproliferation zu quantifizieren. Das PrinzipsdAssays besteht darin, wahrend
der DNA-Synthese der Zelle 5-Bromo-2’-Desoxyuri@@rdU) anzubieten, welche
dieses dann anstelle von Thymidin in die neu syisieete DNA einbaut. Danach

werden die Zellen fixiert und die DNA denaturies dass das eingebaute BrdU
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durch spezifische Antikorper gebunden werden kébie. mit dem Antikorper
konjugierte Peroxidase ermdglicht nun eine Detektidurch das Luminol-
enthaltende Substrat. Die Quantifizierung des eantlgnen Substrats ist durch
Chemiluminiszenz-Detektion moglich.

Zur Durchfuihrung des Assays wurde eine entspreehefnizahl Zellen (5000
Zellen der PaTu 8988s-Zellen, 10000 Zellen allefemen Zelllinien) in mehrfacher
Bestimmung in speziellen 96-Lochplatten (Greinalickenhausen) in je 100 pl
Medium ausgeséat. Um ein Austrocknen zu vermeidemden die aul3eren Loécher
der Platte mit Medium befillt und nur die innerair tlen Versuch verwendet.
Sofern erforderlich, wurden die Zellen vor der lh&tion mit BrdU flr 24 Stunden
in serumfreiem Medium gehalten.

Die Inkubation mit BrdU erfolgte durch Zugabe vod |l einer BrdU-Medium-
Mischung (Verhdltnis 1:100) zu jedem Loch. HEK-298xd PaTu 8988t-Zellen
wurden fur vier, PaTu 8988s-Zellen fir 24 Stundgkubiert. Um eine Verzerrung
der Werte durch Hintergrundaktivitaten zu vermejdearden je zwei Locher fur
nur 10 Minuten mit BrdU behandelt und diese Werded®er Auswertung von den
anderen subtrahiert.

Nach der Inkubation mit BrdU wurde das Medium almgemen und die Zellen mit
der im Kit enthaltenen Fixierldsung fir 30 min deemeert. Die Fixierldsung wurde
wieder entfernt und 100 ul der vorbereiteten Brdhi#orperldsung auf die Zellen
gegeben. Nach 1 Stunde wurden ungebundene Antikdgoeh dreimaliges Spulen
mit Waschlésung wieder entfernt. Die Lumineszenzdeudurch Zugabe von
100 pl Substratlésung in jedes Loch gestartet amdluminometer gemessen. Um
gegenseitige Beeinflussungen von benachbarten seNgrmeiden, musste vor der

Messung eine schwarze Pappe unter die 96-Lochpjekbgt werden.
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2.6.4 Untersuchung von Zelltod

2.6.4.1Induktion von Zelltod

Zur Induktion von Zelltod wurde rekombinantes hueai RAIL (Tumor Necrosis
Factor Related Apoptosis Inducing Ligand; R & D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt) verwendet. Die nétigen Konzentratiowanen in Vorversuchen mit
anschlieBendem Cell death detection ELISA bestivmwariden. Fir die Zelllinie
PaTu 8988s wurde eine Konzentration von 25 ng/mdiite, fir PaTu 8988t eine

von 75 ng/ml Medium verwendet.

2.6.4.2Cell Death Detection ELISAYS

Das Prinzip dieses Tests besteht darin, freiliegeDNA und Nucleosomen durch
einen Histon-Biotin-Antikdrper an eine streptavitieschichtete Platte zu binden.
Gleichzeitig bindet ein peroxidase-gekoppelter DA#tikorper an die DNA. Die
Peroxidase setzt als Substrat ABTS (Diammonium&zRio-di-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure) um. Dies erzeegten Farbumschlag nach
grun, welcher photometrisch bestimmt werden kann.

Fur diesen Assay wurden die Zellen in dreifachesf@lorung in 96-Lochplatten
ausgesat. Fur Versuche wurden je 5000 Zellen inul®@edium der Zelllinie PaTu
8988t und je 10000 Zellen der Zelllinie PaTu 8988gesetzt. Um Austrocknung
zu vermeiden, wurden die am Rand befindlichen welis je 100 pl Medium
versehen.

Nach 4-6 Stunden wurde eine Halfte der Zellen lRRAIL in der entsprechenden
Konzentration versehen (100 pl Medium mit der ddtepeTRAIL-Konzentration
wurden hinzupipettiert), die Kontrollgruppe erhielzusatzlich 100 ul
Kulturmedium. Die Zellen wurden tiber Nacht im Bualisank inkubiert.

Am né&chsten Tag wurde die gesamte 96-Lochplattetrizegiert, um zu
gewdbhrleisten, dass auch abgelOoste Zellen der Atswge zugeflhrt werden
konnten. Dann wurde das Medium vorsichtig abgenomumal die Zellen mit 200

pl Lysepuffer lysiert. Nach 30-minitiger Inkubatiomurde die Platte erneut
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zentrifugiert und 20 pl des Uberstandes auf eimzisfle Streptavidin-beschichtete
Platte pipettiert. Es wurde ab hier auch eine RPosbwie eine Hintergrund-
Kontrolle mitgefihrt. Zu den Proben kamen nun 8Ceires Immunreagenzes,
welches sich aus DNA- und Histon-Biotin-Antikbrpesowie einem Puffer
zusammensetzte. Nachdem die Platten abgedeckewér Stunden inkubiert
worden waren, wurden sie dreimal mit Inkubation&dtigewaschen.

Die Farbreaktion wurde durch je 100 pl der im Kitthaaltenen ABTS -Ldsung
ausgelost und nach ausreichender Farbentwicklurgesadppt. Die Messung

erfolgte bei 405 nm im Photometer.

2.6.4.3Analyse der PARP-Spaltung

Die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ist ein DRAparatur-Enzym,
welches spezifisch an Strangbriiche bindet. BeiAfmptose wird PARP durch
Proteasen gespalten. Die Spaltprodukte lassenisidWestern Blot nachweisen.
Da die Spaltung von PARP nur im Rahmen der Apoptoskommt, lasst sich ein
Zustandekommen der Effekte durch Nekrose aussemiiel3

In dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Aeflanédchst Uber Nacht mit
TRAIL behandelt und am folgenden Tag Gesamtzeligyshergestellt. Diese
wurden mit Hilfe des PARP-Antikdrpers im WesterroBauf die Entstehung der

oben erwahnten Spaltprodukte untersucht.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programvitrosoft EXCEL
durchgefuhrt. Signifikante Unterschiede zwischemtallgruppe und Testgruppe
wurden mit Hilfe eines zweiseitigen ungepaartend8&mt's t-Test ermittelt. Ein
Unterschied wurde als signifikant interpretiertfesn sich fir p Werte < 0,05
ergaben. Die in den Diagrammen aufgetragenen Hetlken entsprechen der
einfachen Standardabweichung.

Soweit nicht anders erwéhnt, wurde jeder Versuchndestens in

Doppelbestimmung ausgefuihrt. Die Versuche wurderindil wiederholt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von TFF1 in verschiedenen Zellkultur  linien

Vorarbeiten konnten bereits zeigen, dass TFF1 inkneatischen Neoplasien
starker exprimiert wird als in gesundem pankrebst Gewebe. Da in dieser
Arbeit das funktionelle Verhalten von Pankreasksmizellenin vitro untersucht
werden sollte, wurden nun zunéchst verschiedenekr@askarzinomzelllinien
hinsichtlich ihrer TFF1-Expression untersucht. Wiereits erwahnt, wurde ein
Zelllinienpaar gesucht, dessen Partner mégliche®grUnterschiede in der TFF1-
Expression aufweisen, um eine potentiell onkogemdleRvon TFF1lin vitro
analysieren zu konnen. Praktisch wurde hierzu RN# aerschiedenen Zelllinien
isoliert, anschlieend in cDNA umgeschrieben undhlis@lich die relative
Expression mit Hilfe der real-time PCR ermittelt.

Mehrere voneinander unabhangige Bestimmungen konb&legen, dass die
Expression von TFF1 in der Zelllinie PaTu 8988smehrere Tausend hoher ist als
in allen anderen getesteten Zelllinien. In der Sxtterzelllinie PaTu 8988t
hingegen zeigte sich ein sehr niedriges Level aRITRNA. In der Zelllinie IMIM
PC 2 liel3 sich ebenfalls ein relativ hohes Level ¥&F1-RNA nachweisen; auch
hier zeigte sich in der Schwesterzelllinie IMIM PLC eine deutlich geringere
Expression.
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Abbildung 5: Relative Expression von TFF1 in versciedenen Pankreaskarzinomzelllinien

Die Expression wird im Bezug zur Zelllinie PaTu 888argestellt, die somit ein
Expressionslevel von 1 erhalt. Die Normalisierurfglgte auf RPLPO. Das Zelllinienpaar PaTu
8988t und PaTu 8988s zeigt auf RNA-Ebene grolRerbttieede in der TFF1-Expression.
Ebenso verhalt es sich bei dem Paar IMIM PC 1 didIPC 2, hier ist der Unterschied jedoch
kleiner.

Um die Ergebnisse der real-time PCR zu bestatigehsicherzustellen, dass die
Expression von TFF1 auch auf Proteinebene stagtfimdurden Western Blots
angefertigt. Hierzu wurden Gesamtzelllysate derder PCR als potentielle
Testsysteme in Frage kommenden Zelllinien herdestad analysiert.

Fur PaTu 8988s konnte eine starke Expression vdfl Tduch auf Proteinebene
nachgewiesen werden. IMIM PC 2 zeigte hingegen @&ine schwache TFF1-
Produktion.
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Abbildung 6: Western Blot-Analyse der TFF1 Expressn

Es wurden Gesamtzelllysate der Zelllinienpaare dwtedlt, die in der real-time PCR grol3ere
Unterschiede in der TFF1-Expression zeigten. Aotétnebene lassen sich nun kaum
Unterschiede hinsichtlich der TFF1-Produktion z\Wist den Zelllinien IMIM PC 1 und IMIM
PC 2 erkennen, jedoch sieht man einen deutlichaerktthied zwischen PaTu 8988s und PaTu
8988t.

Somit ergab sich mit den Zelllinien PaTu 8988t tallu 8988s ein gutes System
zur Untersuchung der Effekte von TFF1, da, wie ieerwéahnt, beide Zelllinien
sogar von demselben Patienten stammen, sich aoéristder TFF1-Expression

unterscheiden.
3.2 Rekombinante Uberexpression von TFF1

3.2.1 Transiente Uberexpression

Um nun den Einfluss von TFF1 auf das VerhaltenZlenin vitro untersuchen
zu konnen, war es notig, diese gentechnisch zu nderda. Es sollten
Zellpopulationen entstehen, die sich theoretisch durch ihren Level an TFF1-
Expression unterschieden.

Zunéchst wurden die Zelllinien PaTu 8988t und HBEX32transient mit
Fluoreszenz-markierten Uberexpressionskonstruksersfiziert. Der Vorteil dieser
GFP-abgeleiteten Konstrukte liegt unter anderedeimschnellen, einfachen und zu
verschiedenen Zeiten an derselben Zellpopulatioohdiihrbaren Uberprifbarkeit
der Transfektionseffizienz.  Transfizierte Zellen igem unter dem
Fluoreszenzmikroskop bei Anregung der entsprechendiellenlange farbige

Signale.
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Wie bereits beschrieben, lag der TFF1-ORF in demsrRid pdECFP als N-
terminales Fusionsprotein mit CFP vor. Es entstafsb bei der Translation
ausschlief3lich das Fusionsprotein. Der zweite vedet Vektor, pdEYFP, erlaubt
grundsatzlich die Herstellung von C-terminalen Boskonstrukten mit YFP. Auf
Grund des bereits erwahnten im TFF1-ORF mitkloarerStopp-Codons war in
diesem Falle jedoch zu erwarten, dass ausschleftves TFF1 hergestellt und
die Proteinsynthese nach Translation der TFF1-Sequsbgebrochen werden
wirde. Eine Produktion des YFP-Proteins wirde demnaicht stattfinden

(Abbildung 7).

STOP STOP

BGFP CFP - 1
( ( ( % STOP S ,J%
- \

pPEGFP pdECFP pdEYFP

Abbildung 7: Schematische Darstellung der GFP-Konstikte
(A) Der pEGFP-Ausgangsvektor.

(B) Auf dem pdECFP-Vektor liegt die TFF1-Sequenz ditgkter der CFP-Sequenz. Es wird
ein Fusionsprotein aus CFP und TFF1 hergestelitsfizierte Zellen zeigen eine typische
Fluoreszenz.

(C) Im pdEYFP-Vektor liegt zwischen der TFF1- und déP¢¥Sequenz ein Stop-Codon; es
muisste also hier die Translation abgebrochen werlsriFolge wiirde kein YFP-Protein
hergestellt, da kein erneutes Startsignal vorliBgt. Zellen wiirden mangels YFP-Protein
keine Fluoreszenz aufweisen.

CMV = CMV-Promoter; AAA = Poly-A-Signal; STOP = Sip-Codon.

Interessanterweise zeigte sich dann aber auch Thesfektion mit dem YFP-
Konstrukt eine spezifische YFP-Fluoreszenz in deandfizierten Zellen
(Abbildung 9). Es musste also trotzdem eine Prddoktdes YFP-Proteins
stattgefunden haben. Um diese Beobachtungen zétigest und um sicher zu

stellen, dass auch TFF1 hergestellt worden war,damurWestern Blots mit
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Gesamtzelllysaten transfizierter HEK-293-Zellen efedigt. Nachdem die
Membranen mit dem TFF1-Antikbrper behandelt wordearen, wurden sie
gewaschen und anschlieBend nochmals mit einem gé&gfeR gerichteten

Antikdrper inkubiert. Dieser Antikorper reagiertvgahl mit GFP als auch mit YFP
und CFP. Neben dem erwarteten spezifischen Nachweis CFP-TFF1-

Fusionsprotein (ca. 30 kDa) bzw. nativem TFF1 &&Da) in den entsprechend
transfizierten Zellen (Abbildung 8 A) lie3 sich uwarteterweise in den TFF1-
YFP-transfizierten Zellen auch natives (unfusiow@g)y YFP-Protein nachweisen

(Abbildung 8 B, Spur 2).

L -
30 kDa - i .
i
ol

25 kDa -

GFP

il

10 kDa- TEF1

L
TFF1-YFP .

CFP-TFF1
GFP-Kontrolle

CFP-TFF1
TFF1-YFP

GFP-Kontrolle

Abbildung 8: Western Blot-Analyse der Expression vo TFF1 und den gekoppelten
Fluoreszenzproteinen in HEK-293-Zellen

(A) Nach Inkubation der Membran mit dem TFF1-Antikotpdan erkennt eine breite TFF1-
Bande in der YFP-Bahn und eine schwéchere in dé&-B&hn. Ebenfalls dort erkennt man
die Bande des Fusionsproteins aus CFP und TFFlikarzder 30 kDa-Markierung.

(B) Nach Inkubation mit dem GFP-Antikérper. Dieser Afitper reagiert ebenso mit den von
GFP abgeleiteten Proteinen YFP und CFP. Gut zunsgihd die anndhernd gleich starken
Banden in der YFP- und GFP-Bahn. Das CFP Fusioteiprist als diinnere Bande wenige
kDa hoher zu erkennen.

Diese Beobachtungen legten nahe, dass offenbaretiit hoher Frequenz der
relativ kurze offene Leserahmen des TFF1-Gens édemnl und die Translation erst
am ATG-Codon des YFP-Gens initiiert wurde. In demsfizierten Zellen entstand

demnach sowohl natives TFF1 als auch natives Yde®dch kein Fusionsprotein.
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In den CFP-transfizierten Zellen zeigte sich wievagtet das Fusionsprotein. Die
GFP-Transfektion fihrte wie erwartet zu keiner Welgrung der TFF1-Produktion.

HEK-293 Zellen lieBen sich zuverlassig mit den @xeressionsplasmiden unter
Verwendung des Effectene Reagenzes transfiziereabeilD wurde eine

Transfektionseffizienz von ca. 60 % erreicht.

CFP-TFF1 TFF1-YFP GFP-Kontrolle

Abbildung 9: Transient transfizierte HEK 293 im Fluoreszenzmikroskop

Die Abbildung zeigt Zellen 48 Stunden nach Transfekmit den Uberexpressionskonstrukten.

PaTu 8988t Zellen lieBen sich nur sehr schlechtsfizeren. Bei transienter
Transfektion konnten auch mit verschiedenen Tr&tisiesreagenzien
Transfektionsraten von maximal 25 % nicht Ubers@ni werden, so dass im
transienten Ansatz keine ausreichende EffizienZDauchfihrung weiterfihrender

Experimente erreicht werden konnte.

3.2.2 Etablierung stabil transfizierter Zellklone

Aufgrund der schlechten Transfektionseffizienz imnsienten Ansatz wurden
stabil TFF1-tUberexprimierende Zellklone der ZeidirPaTu 8988t erzeugt. Eine
weitere Verwendung dieser Zellklone wéare daribeabs inin vivo-Versuchen

maoglich.

Anfanglich wurde versucht, durch eine Doppeltrakisée der GFP-Konstrukte
und eines Hygromycin-Vektors stabile Klone der ekn HEK-293 und PaTu
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8988t zu etablieren. Der Hygromycin-Vektor trugrbes die Antibiotikaresistenz,
die zur Selektion der Klone notwendig ist.

Da, wie schon anfangs erwahnt, die Transfektiormeffz bei PaTu 8988t schlecht
war, gingen aus diesen Versuchen nur sehr wenlig stansfizierte Zellen hervor.
Bei Kultivierung dieser Klone zu deren Vermehrungad sich aul3erdem das
Problem, dass mit der Zeit bei vielen Zellen diasRiide wieder verloren gingen,
sodass keine reine Population mehr vorhanden wiar.RRinheit der Klone lief3
sich hier leicht durch Uberpriifung der Fluoresziematrollieren.

Auch der Versuch erneuter Vereinzelungen des ungicihen Klons oder die
Sortierung der Zellen mittels FACS$lyorescenceactivated cell sorting) flhrten
nicht zum erwiinschten Erfolg. So war es nicht nubgleine ausreichende Anzahl
verschiedener stabil transfizierter Klone auf didgeund Weise zu produzieren.
Schlussendlich wurde dann der Ansatz der Doppsiieition zugunsten des
pcDNA™3.2/V5-DEST-Vektors verlassen. Die Klonierung dé¥FL-Sequenz in
diesen Vektor fuhrt zur Herstellung von nativem TIRR transfizierten Zellen. Es
wurden also keine Fusionsproteine mehr hergesi@s Weiteren sind die zur
Selektion notwendigen Resistenzen bereits auf deektov vorhanden. Zur
Uberpriifung der Transfektionseffizienz konnte hadlerdings nicht mehr die
Fluoreszenz verwendet werden, sie musste mittelstéffe Blot oder PCR
Uberpruft werden.

Dieser Ansatz wurde allein mit PaTu 8988t-Zellenfalgt. Es konnten wesentlich
bessere Ergebnisse erzielt werden.

Nach Kultivierung der Klone und Ermittlung der &der TFF1-Expression durch
RT-PCR wurden drei reprasentative UberexpressidoaeKsowie zwei mit dem

Kontroll-Vektor transfizierte ausgewabhilt.
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Abbildung 10: Quantitative RT-PCR der Expressionssérke von TFF1 in ausgewéhlten
stabilen Klonen der Zelllinie PaTu 8988t

Die Klone wurden durch Transfektion mit dem pcDNAADEST-Vektor generiert, in welchen
zuvor die TFF1-Sequenz kloniert worden war. KlohzHigt die starkste TFF1-Expression,
gefolgt von Klon 3VI und Klon 51V. Die Werte sincebogen auf untransfizierte PaTu 8988t, die
den Wert 1 erhielten und zum Vergleich mitgefuhurden.

3.3 Effekte transienter TFF1-Uberexpression in HEK- 293

3.3.1 Zellvitalitat

Die physiologische Funktion von TFF1 beinhaltet dinterstiitzung von

Reparaturvorgangen der beschadigten Darmmukosaalmie3t auRerdem Effekte
auf die Zellvitalitat ein. Zu Beginn dieser Arbeiurden daher zur orientierenden
Untersuchung zunachst MTT-Assays durchgefuhrt. &igersuche sind relativ

einfach und schnell durchzufiihren, lassen jedocdh, bereits erwdhnt, nur einen
Ruckschluss auf den Anteil vitaler Zellen in eif@pulation zu. So kdnnen héhere
Werte in Population A gegenuber Population B eneweduf eine gesteigerte
Proliferation von A oder eine geringere Resisteagemiber schadlichen Faktoren

von B zurtickgefuhrt werden.
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Die Versuche zeigten eine signifikant hohere Mi#ali der TFF1-
Uberexprimierenden Zellen bei HEK-293. Vor alleme difreies TFF1
produzierenden YFP-transfizierten Zellen wieseViengleich zu den mit der GFP-

Kontrolle transfizierten erheblich hohere Werte. auf
A
(A) , (B) )

1,54 1,54

relative Vitalitat
~
Il
relative Vitalitat
=

CFP-TFF1 TFF1-YFP GFP-Kr. CFP-TFF1 TFF1-YFP GFP-Ktr.

Abbildung 11: MTT-Assay transient transfizierter HE K-293

(D) 48 Stunden nach Transfektion. Die TFF1-transfieieZellpopulationen weisen eine
signifikant héhere Vitalitéat auf. Die p-Werte ergebfir CFP-TFF1 p = 4,72xT0fir
TFF1-YFP p = 3,61x18

(E) 72 Stunden nach Transfektion. Hier weisen nur ribehy FP-transfizierten Zellen eine
hoéhere Vitalitat auf. Die p-Werte ergeben fir CHF-I p = 0,092, fir TFF1-YFP
p = 2,55x10.

Die Werte sind relativ zu denen der Kontroll-tranisiten Zellen, welche als 1 gesetzt
wurden.

3.3.2 Zellproliferation

Um zu untersuchen, ob die im MTT-Assay beobachtgiesitiven Effekte von

TFF1 auf die Zellvitalitat durch gesteigerte Praddtion zu erklaren waren, wurde
dies durch Einbau von BrdU in neu synthetisierteADbhd die anschliel3ende
Quantifizierung durch den Cell Proliferation ELIS#®erpruft.

Die Versuche wurden in verschiedenen Konstellatiodarchgefuhrt. Zunachst
wurden die Zellen transfiziert und in normalem Kuathedium mit einem FCS-

Gehalt von 10 % kultiviert. Auch die Inkubation niirdU erfolgte in FCS-
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haltigem Medium. Hier zeigte sich, wiederum bei dait dem YFP-Konstrukt
transfizierten Zellen, eine signifikant hohere Heoationsrate als in der

Vergleichspopulation.
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Abbildung 12: Proliferation von TFF1-tberexprimierenden HEK-293-Zellen im Cell
Proliferation ELISA.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in serumhaéig Medium (10 % FCS). Es zeigt sich ein
signifikant hoheres Wachstum der YFP-transfiziedZetien im Vergleich zu den Kontroll-
transfizierten. Als p-Werte ergeben sich fur CFR=TIp = 0,075, fur TFF1-YFP p = 4,36x10-5.
Die Werte beziehen sich auf die der GFP-Kontrallelche den Wert 1 erhielt.

Um die eventuell durch den proliferationsforderndsfekt des FCS verursachten
Verzerrungen des Ergebnisses auszuschalten, wud@ervVersuche erneut mit
Kultivierung der Zellen in serumfreiem Medium dugetihrt. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass TFF1 die Proliferation sigaiit positiv beeinflusst.

Abermals war der Effekt bei mit dem YFP-Konstrulnisfizierten Zellen grol3er.
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Abbildung 13: Proliferation von TFF1-tberexprimierenden HEK-293-Zellen im Cell
Proliferation ELISA.

Kultivierung in serumfreiem Medium. Auch hier zeigdie YFP-transfizierten Zellen ein
signifikant héheres Wachstum. P-Werte fur CFP-TPEL9,44x10-5, fur TFF1-YFP
p = 6,45x10-7. Die Werte beziehen sich auf dieGleP-Kontrolle, welche den Wert 1 erhielt.

TFF1 ist ein Protein, welches seine Wirkung nialnt innerhalb der Zelle entfaltet,
sondern auch sezerniert wird und so seine Wirkuriglig Zellfunktion auto- oder
parakrin ausiben kann. Um diese Effekte nachweisenktnnen, wurden
unbehandelte HEK-293-Zellen ausgesat und in kadértem Medium Kultiviert.
Das Medium stammte von zuvor mit den Uberexpressikonstrukten
transfizierten HEK-293-Zellen. Das Medium GFP-tfanerter Zellen diente zur
Kontrolle. Auch hier wurde die Proliferation mittelCell Proliferation ELISA
Uberpruft. Erneut liel3 sich zeigen, dass das frei€l, welches aus konditioniertem
Medium YFP-transfizierter Zellen stammte, die Hevhtion der Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant steigerarin.
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Abbildung 14: Proliferation von HEK-293 nach Kaultivierung in TFF1-haltigem Medium
()] Medium von vormals CFP-TFF1-transfizierten Zellprs; 0,284;

(I Medium von vormals TFF1-YFP transfizierten Zellenederum zeigen die Zellen hier
ein signifikant héheres Wachstum; p = 0,009;

(1  Medium von mit der GFP-Kontrolle transfizierten [&al.

Als Referenzwert diente der der GFP-Kontrolle.

3.3.3 Substratunabhangiges Wachstum

Ein weiterer Aspekt, der anhand der transienterréXpeession in HEK-293-Zellen
untersucht wurde, ist der Einfluss von TFF1 auf dagstratunabhéngige
Wachstum. Dieses wurde mit Hilfe des Soft-Agar-Assantersucht.

Nach 7-tagigem Wachstum der Zellen liel3 sich dierfation von Kolonien im
Agar gut beurteilen. Es zeigte sich ein signifikéwiheres Wachstum der YFP-
transfizierten Zellen gegentber denen der GFP-kKbetr Auch die CFP-
transfizierten Zellen konnten besser Kolonien ddshials die der Kontrollgruppe.
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Abbildung 15: Substratunabhangiges Wachstum der TFE-Uberexprimierenden HEK-293-
Zellen

Die YFP-transfizierten Zellen bilden wesentlich m&lonien als die CFP-transfizierten und

die der GFP-Kontroll-Gruppe. Die GFP-transfizigf@ntrollgruppe erhielt den Wert 1. Der p-
Wert fir CFP-TFF1 betragt p = 0,005, der fur TFFEPYp = 2,7x10-46

--

TFF1-CFP YFP-TFF1 GFP-Kontrolle

Abbildung 16: Koloniebildung von HEK-293 im Fluoreszenzmikroskop nach 7-tagigem
Wachstum

Es wachsen deutlich mehr Kolonien in der YFP-triaresften Gruppe. Es lasst sich auch 7 Tage
nach Transfektion teilweise eine noch starke Flsmgaz erkennen.

3.4 Effekte von TFF1 auf das Verhalten stabil trans fizierter
PaTu 8988t-Zellen

3.4.1 Zellproliferation

Nachdem sich in den mit HEK-293-Zellen durchgeféhrtExperimenten ein

proliferationsfordernder Effekt nachweisen liel3,rden die Versuche mit stabil
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transfizierten PaTu 8988t wiederholt. Es wurde sbeder Cell Proliferation
ELISA in FCS-haltigem und serumfreiem Medium duretbdprt.
Es zeigte sich in keinem der Versuche ein Einfluesy TFF1 auf das

Proliferationsverhalten der Zellen.
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Abbildung 17: Proliferation von stabil transfiziert en PaTu 8988t im Cell Proliferation
ELISA
(A) Kultivierung der Zellen in serumhaltigem Medium (#FCS).
(B) Kultivierung der Zellen in serumfreiem Medium.

Es ergeben sich keine einheitlichen oder signifiéarunterschiede bei den Proliferationsraten.
Ktr. Klon 1 wurde bei der Auswertung als 1 gesetzt.
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TFF1 hat keinen signifikanten Einfluss auf das Reationsverhalten stabil
transfizierter PaTu 8988t. Die Auswertung erfolgteter Bezugnahme auf den

Kontroll-Klon 1, welcher den Wert 1 erhielt.

3.4.2 Induzierter Zelltod

Da die Vitalitat einer Zellpopulation, wie sie imTMI-Assay gemessen wird, nicht
nur von der Proliferationsrate, sondern auch vanAg@ptoserate abhangt, wurden
weiterfihrende Versuche zum induzierten ZelltodcHgefuhrt. Zur Stimulation
der Apoptose wurden die Zellen mit TRAIL vorbehadhdeDie nétigen

Konzentrationen waren im Vorfeld ermittelt worden.

Zunachst wurde der Cell death detection ELISA vedet, um festzustellen, ob es
Unterschiede in der Apoptoserate im Zusammenharigderi HOhe der TFF1-
Expression gab. Nachdem die ersten Experimentecledeine schlissigen

Ergebnisse lieferten, wurden diese Versuche nightengefihrt.

Eine weitere Moglichkeit des Nachweises apoptoésdhktivitat ist die Analyse
der PARP-Spaltung im Western Blot. PARP ist eindan Reparatur der DNA
beteiligtes Enzym, welches im Zuge der Apoptoseclispezifische Proteasen
gespalten wird. Bei einer hohen Apoptoserate liegaher vermehrt PARP-
Spaltprodukte vor, die im Western Blot identifizieverden kdénnen. Die PARP-
Spaltung tritt nur beim apoptotischen Zelltod anfluédsst somit eine eindeutige
Unterscheidung zur Nekrose zu. Es entstehen Brinckestin einer Grof3e von 89
und 24 kDa. Das komplette Enzym hat eine Grof3eldd@nkDa.

Auch die Analyse der PARP-Spaltung erbrachte keiimsveise auf einen Einfluss
der TFF1-Expression auf die Empfindlichkeit der I&el im Hinblick auf
induzierten Zelltod. Der Versuch wurde nur einmaligchgefuhrt.
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Abbildung 18: Western Blot Analyse der PARP-Spaltug stabil transfizierter PaTu 8988t

(A) Dieser Western Blot zeigt die Ergebnisse nach Ballnag der Zellen mit TRAIL. Es lasst
sich keine einheitliche Tendenz in der SpaltungFtagmente nachweisen.

(B) Western Blot mit Analyse der PARP-Spaltung ohnéngdge Behandlung der Zellen mit
TRAIL. Im Vergleich zu (A) erkennt man, dass wemi§ARP gespalten und somit weniger
Apoptose stattgefunden hat. TRAIL induziert alseerléssig Apoptose in PaTu 8988t,
TFF1 scheint jedoch weder die Apoptose zu fordechrvor ihr zu schitzen.

(C) Proteinextrakte der nativen PaTu 8988t Zellen wairzlem Vergleich mitgefihrt.

3.4.3 Substratunabhangiges Wachstum

Zur Untersuchung des Verhaltens der stabil tramsten PaTu8988t im
Zusammenhang mit substratunabhéangigem Wachstumewwloenfalls Soft-Agar-
Assays durchgefinhrt.

In mehrfachen Experimenten konnte kein Einfluss TEF1-Expression auf die

Koloniebildung der Zellen nachgewiesen werden.
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3.4.4 Zellmigration

Versuche zum Nachweis der Zellmigration wurden Hiilfe eines Transwell-
Assays durchgefuhrt. Um die Migration anzuregenyrdeuein FCS-Gradient
erzeugt.

Die Anzahl der migrierten PaTu 8988t-Zellen zeidgteine Unterschiede im
Zusammenhang mit der TFF1-Expression.

3.5 Genesilencing

Aufgrund des hohen TFF1-Gehalts der PaTu 8988&&Za@igneten sich diese gut
zur Downregulation der Expression durch siRNA unddekutive Untersuchungen
zum Einfluss des TFF1-Expressionslevels auf dasialean der Zellen. Es liel3en
sich gute Ergebnisse hinsichtlich der RepressionTd&=1-Expression in PaTu
8988s-Zellen erzielen. Abbildungen 19 und 20 zeidas Ergebnis 48 Stunden
nach Transfektion. Die TFF1-Expression konnte aueu20 % der Expression in

der Konroll-transfizierten Vergleichspopulation gekt werden.
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Abbildung 19: Quantitative RT-PCR nach TFF1-Repres®n in PaTu 8988s

Die TFF1-Expression liel sich effizient und zuvesig auf unter 20 % der Expression in der
Kontrollgruppe senken. Zum Vergleich sind untrazisfte PaTu 8988s mitgefuhrt. Die Werte
sind bezogen auf die der Kontrollgruppe, die demt\Werhielt.
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Diese Effekte lie3en sich auf Proteinebene im Wedot bestatigen.

10 kDa- TFF1

:

siTFF1_1

SiTFF1_2
siKontrolle
PaTu 8988s

Abbildung 20: Western Blot-Analyse nach TFF1-Represion in PaTu 8988s

Auch auf Proteinebene lasst sich die Unterdriicldergr FF1-Produktion durch Transfektion
der siRNA nachweisen. Zum Vergleich sind wiederurtransfizierte PaTu 8988s mitgefuhrt.

3.6 Effekte der Repression von TFF1 in PaTu 8988s-Z ellen

3.6.1 Zellproliferation

Um das Bild zu komplettieren, wurden Versuche zunflé&ss von TFF1 auf das
Proliferationsverhalten von Pankreaskarzinomze#dach mit der Zelllinie PaTu
8988s durchgefiihrt. Hier wurde die TFF1-Expresssioih Hilfe von siRNA
reprimiert. Die Versuche fanden ebenfalls sowohieurserumhaltigen als auch
unter serumfreien Bedingungen statt und wurderdemnt Cell Proliferation ELISA
durchgefuhrt.

Bei Kultivierung der Zellen in serumhaltigem Medidkonnte kein signifikanter
Effekt der TFF1-Expression auf die Proliferatiostégestellt werden.

Unter serumfreien Bedingungen zeigte sich alleslimgeressanterweise, dass eine
erniedrigte TFF1-Expression die Proliferation vaT & 8988s fordert.
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Abbildung 21: Proliferation von PaTu 8988s bei TFFiRepression im Cell Proliferation
ELISA.

(A) Kultivierung der Zellen in serumhaltigem Medium (#)FCS). Die Unterschiede sind nicht
signifikant. Als p-Werte ergeben sich bei siTFFD % 0,654, bei siTFF1_2 p = 0,175

(B) Kultivierung der Zellen in serumfreiem Medium. Higzigt sich eine signifikante
Steigerung der Proliferation der mit TFF1-siRNA &tielten Zellen. Der P-Wert fir
SiTFF1_1 betragt p = 0,037, fur siTFF1_2 ist p 2@,

3.6.2 Induzierter Zelltod

Komplementar zu den Untersuchungen hinsichtlich iddazierten Zelltodes mit
stabil transfizierten PaTu 8988t wurden die glercMersuche auch nach Knock-
down in der Zelllinie PaTu 8988s durchgefuhrt.

Auch hier zeigte der Cell death detection ELISAssddFF1 keinen Einfluss auf
die Apoptose nach Behandlung der Zellen mit TRAULhaben scheint.

Die Analyse der PARP-Spaltung bestatigte die Ergslendes Cell Detection
ELISA.
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Abbildung 22: Western Blot Analyse der PARP-Spaltug transient mit SIRNA
transfizierter PaTu 8988s

(A) Nach Behandlung der Zellen mit TRAIL.

(B) Dieser Western Blot auf PARP-Spaltprodukte zeigt Begebnis ohne vorherige
Behandlung der Zellen mit TRAIL.

Es lasst sich kein Einfluss von TFF1 auf das Véematler Zellen hinsichtlich des
induzierten Zelltods erkennen. Proteinextrakte dativen PaTu 8988s Zellen

wurden zum Vergleich mitgefuhrt.

3.6.3 Substratunabhangiges Wachstum

Das substratunabhangige Wachstum von PaTu 8988dewalsenfalls im Soft-
Agar-Assay untersucht. Hier stellte die kompakterphologie der Zelllinie ein
Problem dar. Auch nach mehrwdchigem Wachstum imt-Sgdr waren
Einzelzellen im Lichtmikroskop kaum von Zellkolonieu unterscheiden.
Aufgrund der beschriebenen Unsicherheiten bei dasw&rtung wurde diese
Versuchsreihe fur PaTu 8988s nicht verwertet.
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3.6.4 Zellmigration

Die Effekte von TFF1 auf die Migration von PaTu 888wurden mit einem
Transwell-Assay entlang eines Serumgradienten suntat.

Die Anzahl der migrierten Zellen war immer sehrikleEs konnte jedoch
festgestellt werden, dass die Zellpopulationendenen TFF1 reprimiert worden

war, konstant weniger migrierte Zellen aufwiesendaé der Kontrollgruppe.
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Abbildung 23: Relative Anzahl migrierter PaTu 8988sZellen im Transwell-Assay

Die Zellen der Kontrollgruppe zeigten eine sigrafiit hdhere Migrationsrate als diejenigen, in
denen die TFF1-Expression unterdriickt wurde. AWgqrte ergeben sich fir siTFF1_1p =
0,060, fir siTFF1_2 p = 0,028. Die Werte bezielieh auf die der siKontrolle, welche den Wert
1 erhielt.
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4 Diskussion

Das Pankreaskarzinom gehort zu den aggressivstehs&rkrankungen, die wir
kennen. Zu den Aspekten der Malignitat gehdrendtfakt die z. B. Migration und
Proliferation fordern sowie die Apoptose behindern.

Ahnliche Funktionen sind bereits fir die Trefoil kk@ren beschrieben worden.
Daruiber hinaus konnte mehrfach beobachtet werdess dFF1 im duktalen
Adenokarzinom des Pankreas und seinen Vorlauferiési tUberexprimiert wird.

In dieser Arbeit wurde nun erstmals untersuchtTBB1 eine funktionelle Rolle in

der Entstehung des Pankreaskarzinoms spielt.

4.1 Einfluss von TFF1 auf das Verhalten verschieden er

Zelllinien in vitro

4.1.1 Einfluss von TFF1 auf die Zellvitalitat

Es ist bereits beschrieben worden, dass TFF1 asthiedene gastrointestinale
Zelllinien einen anti-proliferativen Effekt hat [22 8, 12]. Dies scheint unter
anderem durch eine Verzogerung des Ubergangs varuGtPhase zu geschehen,
eines oft auch im Pankreakarzinom durch Mutatiostdyéen Vorgangs [8, 38].
Gegensatzliche Beobachtungen - eine erhohte Zbtgyaiion und gesteigertes
Zelliberleben - konnten in Mammakarzinomzelllinggmacht werden [1].

In dieser Arbeit konnte ebenfalls eine sowohl feotitionsfordernde als auch eine
proliferationshemmende Wirkung von TFF1 beobacimetden. Zunéchst konnte
gezeigt werden, dass TFF1 zu einer erhdhten Zalibét der transient TFF1-
Uberexprimierenden HEK-293-Zellen fiihrt. In weitdnfenden Proliferationsassays
hatte TFF1 einen signifikant proliferationsfordeendEinfluss auf die transient
transfizierten HEK-293-Zellen. Dieser pro-prolifeve Effekt lie3 sich unter
verschiedenen Bedingungen bestéatigen. Auch exoggefithrtes TFF1 flhrte zu

einer gesteigerten Proliferation bei HEK-293-Zellen
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Interessanterweise zeigte sich bei Durchfihrunggleishen Proliferationsassays
mit PaTu 8988s eine hthere Proliferationsrate besiRNA-transfizierten Zellen.
Hier proliferierten also die Zellen, denen mehr TFEur Verflgung stand,
schlechter. Bei Versuchen zur Proliferation mitb8téransfizierten PaTu 8988t-
Zellen konnte kein Effekt von TFF1 auf das Probtewnsverhalten festgestellt
werden.

Sowohl in der Literatur als auch bei den von ursgatiihrten Versuchen kann also
keine einheitliche Aussage dazu getroffen werddn,TBF1 generell einen pro-
oder antiproliferativen Effekt besitzt. Es ist daBehr wahrscheinlich, dass bislang
noch unbekannte und nicht untersuchte Faktorendseth Zusammenhang eine
Rolle spielen.

Unsere Versuche konnten zunachst den Verdacht negen, dass TFF1
verschiedene Effekte auf maligne oder nicht maligeten besitzt. Bei HEK-293
handelt es sich z. B. um eine zwar immortalisialier nicht maligne transformierte
Zelllinie, die aus der embryonalen Niere stamm{TUP&8988s dagegen ist eine
Karzinomzelllinie des Pankreas, also maligne. Béiiet man nun aber wiederum
die Ergebnisse aus der Literatur, liel3e sich di®sedacht nicht bestatigen. Hier
zeigten Mammakarzinomzellen eine gesteigerte urttediale Zellen aus Magen
und Danndarm eine verringerte Proliferation unteFT Einfluss.

Die Tatsache, dass HEK-293-Zellen sowohl bei endegdFF1-Produktion als
auch nach exogen zugefuhrtem TFF1 eine gestei§ediferation zeigten, legt
nahe, dass der Effekt auch nicht von der Art demfdstration abhangt.

Denkbar ware allerdings noch, dass die Wirkung Véf1 von der Art des
Ursprungsgewebes der Zellen abhangig ist. Mogliebese werden daher direkt
unterschiedliche Signalwege angesprochen. Da UlserSaynaltransduktion der
TFFs noch sehr wenig bekannt ist, kann dartbeargskeine Aussage getroffen

werden.

Ein weiterer Faktor, der die Zellvitalitidt beeirdsi, ist die Bereitschaft der Zelle

zur Apoptose. Fir die bereits oben erwdhnten gastsiinalen Zelllinien konnte

62



Diskussion

zusatzlich zum anti-proliferativen Effekt von TFRLch ein anti-apoptotischer
nachgewiesen werden [122, 8].
Im Gegensatz dazu legen unsere Ergebnisse nale TH&4 keinen Einfluss auf

das Apoptoseverhalten von Pankreaskarzinomzellen ha

4.1.2 Einfluss von TFF1 auf das Migrationsverhalten

Der Erwerb der Migrationsfahigkeit ist ein wichtrig8chritt auf dem Weg zur
Metastasierung eines epithelialen Tumors. Pronogstthe Eigenschaften sind fir
TFF1 bereits beschrieben worden [1, 78, 122]. Wdinrken diesen Effekt ebenfalls
fur die Zelllinie PaTu 8988s beobachten. Hier n@gen signifikant weniger
Zellen, sobald vorher die TFF1-Expression mittéRNs\ reprimiert wurde.
Verzerrungen des Ergebnisses durch Proliferatiorscleon migrierten Zellen sind
sehr unwahrscheinlich, da die Zeitspanne, die delteiZ zur Migration gegeben
wurde, sehr kurz war. Allerdings migrierte nur egehr geringe absolute Zahl der
Zellen, was bedeutet, dass das System sehr arftédllideinste Veranderungen ist.
Wahrend sich in den Knock-down-Versuchen ein eifibees Bild zeigte, kann
dies fur die Uberexpressionversuche nicht gesagtieve Bei Letzteren ergaben
sich sehr unterschiedliche Ergebnisse, welche &irssage Uber die Beeinflussung
des Migrationsverhaltens durch TFF1 hier nicht notighmachen.

4.1.3 Einfluss von TFF1 auf substratunabh&ngiges Wachstum

Versuche zum substratunabhangigen Wachstum unkensudie Fahigkeit einer

Zelle zu proliferieren, auch wenn die dazu eigehtlbenétigte Interaktion mit

anderen Zellen bzw. der extrazellularen Matrix eexh gegangen ist. Dies ist ein
weiterer wichtiger Schritt zur Etablierung einemiarmetastase.

Die Zelllinie HEK-293 zeigte in diesem Zusammenhaie signifikante Zunahme
der Kolonieanzahl bei TFF1-Uberexpression im SajaAssay und somit eine
gesteigerte Fahigkeit zu substratunabhangigem WauohsEin gesteigertes
substratunabhangies Wachstum bei TFF-Uberexpreksiunte bereits fir MCF-7-

und PC/AA/C1-Zellen gezeigt werden [1, 88].
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Erstaunlich ist hier, dass die Zellen der GFP-fiamesten Kontrollgruppe
Uberhaupt Kolonien bilden konnten. Eigentlich mésstdiese nicht maligne
transformierten Zellen bei Verlust der Zell-Zell-htakte in Anoikis gehen. Ein
Erklarungsansatz konnte sein, dass sich wahrendKdé#ivierung der Zellen
unbemerkt Mutationen eingeschlichen haben, dieedwesniger anfallig fir den

Verlust der Zell-Zell-Kontakte machen.

Aufgrund der nachfolgend néher beschriebenen Prable bei der

Versuchsauswertung der Zelllinie PaTu 8988s kanmekAussage zum Verhalten
im Soft-Agar-Assay getroffen werden. Da sich ahachakeine Effekte bei stabil
transfizierten PaTu 8988t feststellen lieRen, stheFF1 eher keinen Einfluss auf

das substratunabhangige Wachstum der Pankreaskaztien zu haben.

4.1.4 Anmerkungen zur Methodik

Generell sollte erwéhnt werden, dass die bereitschyeebene besondere
Morphologie der Zelllinie PaTu 8988s die Versuchstitiihrung teilweise

durchaus erschwerte. Vor allem die Tatsache, des$&Juterscheidung zwischen
Einzelzellen und einem Verband aus mehreren Zeilgnt leicht ist, kann auch bei
gro3tmoglicher Sorgfalt zur Verzerrung der Zellbastimmung fihren. Ebenso ist
die Zuganglichkeit der Zellen fur die verschiedenvemwendeteten Chemikalien
schlechter als bei anderen Zelllinien. Inkubati@iten wurden so weit moglich
angepasst, es lasst sich jedoch nicht ausschlialzss, auch hier Verzerrungen

aufgetreten sind.

Die Arbeit mit stabil transfizierten Zellklonen gtrimmer die Gefahr klonaler
Artefakte, d. h., dass sich aufRer der gewinschémetgchen Veranderung auch
noch weitere unbemerkte Anderungen eingeschlicaberh Diese konnten ebenso
das Verhalten der Zelle andern und wtrden als Effek gewiinschten genetischen
Veréanderung zugeschrieben. Dem wurde entgegendgewidem immer mehrere

Klone ausgewahlt wurden. AuszuschlieRen sind soleffekte dennoch nicht
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vollig. Winschenswert wére in diesem Zusammenhalgydangs auch eine
Durchfihrung der Versuche mit transient transfieilerPaTu 8988t gewesen, da
dort klonale Effekte ausgeschlossen sind. Dies j@doch aufgrund der bereits

erwahnten schlechten Transfektionseffizienz nicginh.

Auffallig ist ebenfalls die Tatsache, dass im Rahmder an HEK-293
durchgefiihrten Versuche mit den GFP-abgeleitetererédpressionsvektoren
nachweisbare Effekte fast immer sehr viel starker rhit dem YFP-Konstrukt
transfizierten Zellen zu beobachten waren. Ein mbgt Grund dafir kann
sicherlich die bereits beschriebene Produktionndgisen TFF1-Proteins durch das
YFP-Konstrukt sein. Das wirde bedeuten, dass gkeiéiel-Fusionsproteine eine
geringe Wirkung zeigen. Eventuell kdnnte dies admgéch mit der N-terminalen
Fusion des CFP-Proteins an TFF1 zusammenhangerl &EFein sezerniertes
Protein. Bei sezernierten Proteinen sitzt das Sogpaid flr die Sekretion ebenfalls
N-terminal. Es ware also denkbar, dass durch dteriinale Fusion von CFP an
TFF1 die Lokalisation des fertigen Proteins fehddtrtstattfindet und TFF1 daher
moglicherweise nicht auf den ublichen Wegen wirkann. Ahnliche Annahmen
aulRerten bereits Simpson et al. fur andere Profgtje
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4.2 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurden erstmals Untersuchungen awmktionellen Einfluss von

TFF1 im Pankreaskarzinom durchgefihrt. In unserersidchen gibt es Hinweise
auf eine Beeinflussung des Verhaltens von Pankagaisiomzellen durch TFF1
und eine potentielle Rolle in der TumorprogressiSo. wird durch eine TFF1-
Repression in PaTu 8988s die Migrationsfahigkeit dellen erhdoht und die

Proliferation gehemmt. Eine Uberexpression in demmalerweise gering TFF1
exprimierenden Zelllinie PaTu 8988t scheint keil@nfluss auf das Verhalten der
Zellen zu haben.

Parallel dazu lieBen sich einige interessante Efekif die epitheliale Zelllinie

HEK-293 nachweisen. Hier konnte TFF1 die Proliieat und das

substratunabhangige Wachstum fordern, was fur mkogenes Potential von TFF1
spricht.

Um die funktionelle Rolle von TFF1 im Pankreaskaorn besser verstehen zu

kénnen, sind allerdings noch weitere Untersuchumgig.
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4.3 Ausblick

Erganzend zu dieser Arbeit ware es zunachst sihnealige weiterfihrende
Untersuchungen vorzunehmen.

Ein  Ansatz  waren  Versuche zum invasiven  Verhaltenon v
Pankreaskarzinomzelllinien unter TFF1-Einfluss. thesem Zusammenhang
werden auchin vivo-Versuche in der Maus interessant. Diese sind aarf d
Grundlage dieser Arbeit bereits in der Arbeitsgeigpplant.

Eine weitere Madglichkeit, das Wissen Uber TFF1 imanieaskarzinom zu
erweitern, ware die Durchfihrung ahnlicher Versuchen weiteren
Pankreaskarzinomzelllinien. Darunter kdnnten vdenal auch Zellen muzindser
Tumoren von Interesse sein, da TFF1 gemeinsam nnzirddn sezerniert wird und
sich daraus noch zusatzliche, bislang wenig betghtateraktionen ergeben
konnten. Ein weiterer Grund fur die Untersuchungh VBFF1 in muzindsen
Tumoren ist die Tatsache, dass eine starke TFFieBgion in muzinbdsen
Pankreastumoren nachgewiesen werden konnte [66,1208

Generell aufschlussreich ware es, die Ursachenvdeschiedenen Effekte von
TFF1 auf die Proliferation der Zellen ndher zu wsuehen. Zu diesem Zweck
wurden sich Versuche mit den verschiedensten Zigti eignen. AuRerdem ware
es naturlich sinnvoll, die Signalwege und Rezeptoneit denen TFF1 interagiert,
naher zu beleuchten.

Ein weiterer wenig beachteter Aspekt ist auch degsdche, dass TFF1 ein
sezerniertes Protein ist. Wir konnten anhand dgreBmente zur Proliferation mit
HEK-293-Zellen zeigen, dass auch exogen zugefuhftesl die Proliferation
fordert. Es ware interessant zu wissen, ob es dimdarschied zwischen auto- oder
parakrinen Wirkungen von TFF1 gibt. In diesem Zusemmhang koénnte auch
untersucht werden, inwieweit TFF1 die Interaktionen Tumor- und Stromazellen
beeinflusst, welche ja insbesondere beim Pankreaska eine bedeutende Rolle

spielen.
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Grundsatzlich wird die Klarung der Rolle aller To#f Faktoren in der
Tumorentstehung spannend bleiben. Dies gilt voenalfir TFF1, fir welches
bislang malignitatsfordernde und auch tumorsupmiende Wirkungen
nachgewiesen werden konnten.

Langfristig kdnnten sogar mdgliche therapeutischézbBin der Trefoil Faktoren
oder eine Funktion als diagnostische Marker in datiherkennung von

Malignomen oder Metastasen denkbar sein.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die Trefoiltdfak noch viele Fragen
aufwerfen und weiterhin ein spannendes Feld desdhoing darstellen. Vor allem
die Klarung ihrer Rolle in der Tumorentstehung sowmdgliche klinische und
therapeutische Implikationen machen sie Zu einem chtigen

Forschungsgegenstand.

68



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Familie der Trefoil Faktoren umfasst drei kksiproteasestabile Proteine. Sie
sind mal3geblich an der Restitution des Gastrointdtktes beteiligt und
beeinflussen somit unter anderem Prozesse der fitigrand Apoptose. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Mitglied dieser Familir, Trefoil Factor 1 (TFF1) im
duktalen Adenokarzinom des Pankreas und dessen aerlasionen
Uberexprimiert wird. In dieser Arbeit wird erstmali® funktionelle Bedeutung von
TFF1 im Pankreaskarzinom untersucht.

Hierzu wurde zunachst mit PaTu 8988s und PaTu 8eBBtPankreaskarzinom-
Zelllinienpaar identifiziert, dessen einer Partagre hohe, der andere eine niedrige
TFF1-Expression aufweist. In diesen Zelllinien wauitFF1 entweder durch siRNA
reprimiert oder mit Hilfe von Uberexpressionskonkten (iberexprimiert.
Anschlieend wurde das Verhalten der Zellen in Aggkeit der TFF1-
Expression in verschiedenem vitro-Versuchen zu Proliferation, Apoptose,
Migration und substratunabhangigem Wachstum untbtsu

Es zeigte sich, dass TFF1 eine promigratorischeamtighroliferative Wirkung auf
die Pankreaskarzinomzellen ausubt.

Parallel wurden die gleichen Versuche an transiBRE1-lUberexprimierenden
HEK-293-Zellen durchgefihrt. Bei diesen nicht maégransformierten Zellen aus
der embryonalen Niere fOrderte TFF1 die Proliferati sowie das
substratunabhangige Wachstum.

TFF1 scheint also das onkogene Potenzial von Paslkaezinomzellen zu
unterstitzen und auch epithelialen Zellen onkogeigenschaften zu verleihen.
Interessanterweise zeigten sich jedoch gegend@zirgebnisse hinsichtlich der
Proliferation in den unterschiedlichen Zelllinien.

Weiterfihrende Untersuchungen muissen diese Zusah@mege klaren und weitere

Aspekte malignen Wachstums, wie z. B. den Einfaugsinvasivitat, prufen.

69



Abstract

6 Abstract

The Trefoil Factor Family consists of three smpibtease-resistant proteins which
play a crucial role in the restitution of the gasitestinal tract. In this context, they
influence such important processes as migrationagagbtosis. So far, it could be
shown that one member of this family, the Trefoiactor 1 (TFF1), is
overexpressed in pancreatic ductal adenocarcinordatsa precursor lesions. For
the first time, this study examines the functiomdd of TFF1 in pancreatic cancer.
During the search for a pair of cell lines in whihe partner shows a high and the
other one a low TFF1-expression, PaTu 8988s and Ba88t were identified. In
the following expreriments, the influence of TFFh proliferation, apoptosis,
migration and anchorage-independent cell growthtested. TFF1 expression was
altered by either suppressing TFF1 by siRNA tractgfa or stable overexpression
of TFF1.

As a result, it was observed that TFF1 has a pgratory and anti-proliferative
effect on pancreatic carcinoma cell lines.

At the same time, similar experiments were condugtgh HEK-293-cells which
transiently overexpressed TFF1. In this cell lireagleriving from human
embryonic kidney, TFF1 enhances proliferation amcharage-independent
growth.

In summary, it can be said that TFF1 seems to stpipe oncogenic potential of
human pancreatic carcinoma cells. Interestinglgoiild be shown that TFF1 has
different effects on proliferation in different téhes.

Further research has to be conducted to elucidasetfindings. Furthermore, other

aspects of malignant growth, like effects on ingasshould be examined.
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8 Anhang
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Abbildung 2: Immunhistochemische Analyse der TFF1-Kpression in einer PanIN-1B-Lasion

Abbildung 3: Schematische Darstellung des pcDNA/VBEST-Vektors (Fa. Invitrogen)

Abbildung 4: Schema der Gesichtsfeldauszahlung imd-Agar-Assay

Abbildung 5: Relative Expression von TFF1 in versciedenen Pankreaskarzinomzelllinien

Abbildung 6: Western Blot-Analyse der TFF1 Expressn

Abbildung 7: Schematische Darstellung der GFP-Konsukte

Abbildung 8: Western Blot-Analyse der Expression vo TFF1 und den gekoppelten
Fluoreszenzproteinen in HEK-293-Zellen

Abbildung 9: Transient transfizierte HEK 293 im Fluoreszenzmikroskop

Abbildung 10: Quantitative RT-PCR der Expressionssirke von TFF1 in ausgewahlten
stabilen Klonen der Zelllinie PaTu 8988t

Abbildung 11: MTT-Assay transient transfizierter HE K-293

Abbildung 12: Proliferation von TFF1-tberexprimierenden HEK-293-Zellen im Cell
Proliferation ELISA.

Abbildung 13: Proliferation von TFF1-tuberexprimierenden HEK-293-Zellen im Cell
Proliferation ELISA.

Abbildung 14: Proliferation von HEK-293 nach Kaultivierung in TFF1-haltigem Medium

Abbildung 15: Substratunabhangiges Wachstum der TFE-Uberexprimierenden HEK-293-
Zellen

Abbildung 16: Koloniebildung von HEK-293 im Fluoreszenzmikroskop nach 7-tagigem
Wachstum

Abbildung 17: Proliferation von stabil transfiziert en PaTu 8988t im Cell Proliferation ELISA

Abbildung 18: Western Blot Analyse der PARP-Spaltug stabil transfizierter PaTu 8988t

Abbildung 19: Quantitative RT-PCR nach TFF1-Repres®n in PaTu 8988s

Abbildung 20: Western Blot-Analyse nach TFF1-Represion in PaTu 8988s

Abbildung 21: Proliferation von PaTu 8988s bei TFFiRepression im Cell Proliferation
ELISA.

Abbildung 22: Western Blot Analyse der PARP-Spaltug transient mit SiRNA transfizierter
PaTu 8988s
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Abbildung 23: Relative Anzahl migrierter PaTu 8988sZellen im Transwell-Assay
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8.3 Abkirzungsverzeichnis

°C

u

A
Abb.
ABTS

AGS
AMPUWA
APS
BCEI
BRCA2
BrdU
BSA
bzw.

c

ca.
CAM
cdk1/2
CDKN2A
cDNA
CFP
CMV
CO,
COX-2
d

Da
DMEM

Grad Celsius

mikro-

Ampere

Abbildung
Diammonium-2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiaz g+
sulfonsaure

Human gastric adenocarcinoma cell line
steriles pyrogenfreies Wasser
Ammoniompersulfat

Breast cancer estrogen inducible
Breast Cancer 2
5-Bromo-2’-Desoxyuridin

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

centi-

circa

chick chorioallantoic membrane
cyclin-dependent kinase 1/2
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
complementory Desoxyribonukleinsaure
Cyan Fluorescent Protein
Cytomegalievirus

Kohlenstoffdioxid

Cyclooxygenase 2

destilliert

Dalton

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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DMSO
DNA
DNase
DPC4
DTT

E. coli
ECL
EDTA
EGF
ELISA
EMT

ER

ERE

et al.

Fa.
FACS
FCS
FGF (-2)
for

g
G1-Phase
GFP

GH
GNK2

h

H.O

HCI
HCT116
HCT8/S11

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
= SMAD4
Dithiothreitol
Escherichia coli
Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermal growth factor
Enzyme-linked immunoabsorbent assay
Epithelial-Mesenchymale-Transition
Endoplasmatisches Retikulum
Estrogene restponse elements
et alias
Firma
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fetal Calf Serum
Fibroblastic Growth Factor (2)
forward
Gramm
gap 1-Phase
Green Fluorescent Protein
Growth Hormone
Gastrokin 2
Stunde
Wasser
Chlorwasserstoff, Salzsaure
humane Kolonkarzinomzellinie

humane Kolonkarzinomzellinie

89



Anhang

HEK-293
HGF
HRP
HSP70
HT29
HUVEC
IEC18

o

IGF
IMIM PC 1/2
IPMN
ITF

k

KI-67
Ktr.

I

LB

m

M

m
MAPK/ERK
MCF-7
MCN

MDA-MB-231

MDCK

Mia PaCa
min
MRNA

Human embryonic kidney cell line
Hepatocyte Growth Factor

Horseradish peroxidase

Heat Shock Protein 70

human colon adenocarcinoma cell line
human umbilical vein endothelial cells
Dunndarm-Zellinie aus der Ratte
Immunglobulin
Insulin-like Growth Factor

humane Pankreaskarzinomzelllinie
Intraduktale papillare muzindse Neoplasie
Intestinal Trefoil Factor
kilo-
nukleéres, proliferationsassoziiertes Protein
Kontrolle
Liter
Lysogeny Broth
milli-
Mol

Meter
Mitogen-activated proteine kinase

humane Mammakarzinomzelllinie (Adenokarzinom)
Muzinds zystische Neoplasie
humane Mammakarzinomzelllinie
Madin Darby canine kidney, Nierenepithelzeliraus
dem Hund

humane Pankreaskarzinomzelllinie

Minute

messenger Ribonukleinsaure
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MTT

MUC2
MUC5AC

n
NC-Membran
oD

ORF

P16

p16INK4
p21CIP1/Walfl
p53

Panc

PanIN

PARP

PaTu 8988s/t
PBS
PC/AA/C1
PCR
PET-Membran
pH
PI13-Kinase
pRb1l

PSC

PSCA

PVDF-Membran

gqRT-PCR
rev

RhoA
RNA

Dimethyl thiazolyl diphenyl tetrazolium salt
Muzin 2
Muzin 5AC
nano-
Nitrozellulose-Membran
optische Dichte
open reading frame
Protein 16
Protein 16
Protein 21
Protein 53
humane Pankreaskarzinomzelllinie
Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
humane Pankreaskarzinomzelllinien
Phosphate-buffered saline
humane pramaligne Kolonadenomzellline
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenterephthalat-Membran
potentia Hydrogenii
Phosphoinositid-3-Kinasen
Retinoblastom Protein
Pancreatic stellate cells
Prostate Stem Cell Antigen
Polyvinylidenfluorid-Membran
Real time quantitative PCR
reverse
Ras homolog gene family, member A

Ribonukleinsaure
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RNAI
RNase
Rossi
RPLPO
rpm

S.

SDS

sec
SIRNA
SMAD4
SP
S-Phase
src-1
STK11
Suit 007/028
T47D
TBS
TBST
TEMED
TFF1/2/3
TFIZ1
TGH3
Topolla
TRAIL

Tris

Triton X 100
Tween 20
UACL

RNA-Interferenz

Ribonuklease

humane Pankreaskarzinomzelllinie

ribosomal protein, large, PO
rounds per minute

siehe

Sodium Dodecyl Sulfate, Natriumdodecylsulfat
Sekunde
small interfering RNA
Mothers against decapentaplegic homolog 4
Spasmolytic Polypeptide

Synthese-Phase

steroid receptor coactivator 1

Serine/threonine kinase 11

humane Pankreaskarzinomzelllinien

humane Mammakarzinomzelllinie (mit p53-Mutante
Tris-buffered Saline

Tris-buffered Saline Tween 20
Tetramethylethylendiamin

Trefoil Factor 1/2/3
Trefoil Factor Interactinons(z)1
Transforming Growth Factor beta
Topoisomerase di
Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Indgc
Ligand

Tris-hydroxy-methyl-aminomethan
Alkylphenylpolyethylenglykol

Polyoxymethylensorbitan-monolaurat

Ulcer associated cell lineage
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uv

VEGF
YFP
z. B.

ultraviolett

Volt

Vascular endothelial growth factor
Yellow Fluorescent Protein

zum Beispiel

93



Anhang

8.4 Verzeichnis akademischer Lehrer

Aumdller, Barth, Bartsch, Basler, Bastians, BauBaum, Baumann, Becker,
Benes, Berger, Bette, Bolm, Braun, Brehm, Blch,HBotz, Burbelko, Burchert,
Cetin, Czubayko, Daut, Del Rey, Dietrich, Dingegnidnguez, Donner-Banzhoff,
Duda, Eberhard, Eilers, Ellenrieder, Elsasser, BgdrCabillic, Feuser, Fuchs-
Winkelmann, Funck, Geks, Gerdes, Gorg, Gress, GyiGmndmann, Gudermann,
Hadij, Hasilik, Hegele, Hertl, Herzum, Hoffken, H&r Hofmann, Hoyer, Jacob,
Jaques, Kalder , Kalinowski, Kann, KanngielRer, Kauill, Klenk, Klose,
Kdhler, Koolmann, Krieg, Kroh, Kuhlmann, Langer,nke, Leonhardt, Lill, Lif3,
Loffler, Loser, Lohoff, Maier, Maisch, Michl, Mitg Moll, Moosdorf, Miiller,
Mutters, Neubauer, Oertel, Pagenstecher, Printazna8wamy, Renz, Richter,
Rolfes, Rominger, Roper, Rothmund, Ruchholtz, Sahachlosser, Schmidt,
Schnabel, Schneider, Schofer, Seitz, Sesterhereink8mp, Steiniger, Suske,
Vogelmeier, Voigt, Wagner, Waldegger, Weihe, Werndestermann, Wollmer,
Windisch, Wulf

94



Anhang

8.5 Danksagung

Mein Dank gilt zunachst Herrn Prof. Dr. Gress fig Moglichkeit, diese Arbeit in

seinem Institut anzufertigen.

Ein ganz besonderer Dank an PD Dr. Malte Buchhatzdie Uberlassung des
Themas sowie die grol3artige Betreuung.

Der Arbeitsgruppe danke ich fir die angenehme Aphase und die liebe
Unterstitzung. Danke auch an alle Gbrigen Laborivgiger.

Weiterhin gilt mein herzlicher Dank allen, die mi@eh und praktisch zum

Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Danke!

95



