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1 Einleitung

1.1 Das duktale Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDA) reprasentiert die vierthaufigste
Krebs assoziierte Todesursache in der westlichen Welt (Jemal, Siegel, et al. 2008).
In den Vereinigten Staaten von Amerika erkranken jahrlich mehr als 30,000
Menschen an einem Pankreaskarzinom. Die meisten Erkrankten versterben noch im
gleichen Jahr (Jemal, Siegel, et al. 2008). In fast allen Fallen wird die Erkrankung
erst in einem fortgeschrittenen bzw. metastasierten Stadium diagnostiziert, sodass
eine chirurgische Resektion mit kurativer Zielsetzung nur in ca. 15% der Falle
erfolgen kann. Allerdings liegt die 5-Jahres Uberlebensrate auch nach einer potentiell
kurativen Resektion bei lediglich 20 - 30 % (Li, Xie, et al. 2004). In den meisten
Fallen fuhren Komplikationen durch Metastasen zum Tode des Patienten (Schneider,
Hamacher, et al. 2008).

Die metastatische Absiedelung von Tumorzellen reprasentiert einen spaten Schritt in
der Tumorprogression des duktalen Pankreaskarzinoms (Yachida, Jones, et al.
2010). Das PDA entstent durch eine Reihe genetischer und morphologischer
Veranderungen des exokrinen Pankreas. In mehr als 90% der Falle fuhrt eine
onkogene Mutation im KRAS Protoonkogen Uber eine acinar-duktale Metaplasie zur
Entstehung von pramalignen Vorlauferlasionen, sogenannte pankreatische
intraepitheliale Neoplasien (PanINs) (Zhu, Shi, et al. 2007); (Aichler, Seiler, et al.
2012). Weitere genetische Lasionen in den Tumorsuppressorgenen CDKNZ2a, TP53
und DPC/SMAD4 flihren zur Progression der PanIN Lasionen Uber die Stadien 1-3
zum invasiven PDA (Hruban, Maitra, et al. 2008); (Feldmann, Beaty, et al. 2007). Die

Transition von PanIN-3 Lasionen hin zum Pankreaskarzinom ist durch die Invasion



von Zellen durch die Basalmembran charakerisiert. Neue Studien haben gezeigt,
dass vermutlich viele Jahre zwischen der Entstehung eines invasiven
Pankreaskarzinoms und der Aussaat von Tumorzellen, welche die Fahigkeit zur
Invasion und der Etablierung von Metastasen in anderen Organen haben, liegen
(Yachida, Jones, et al. 2010). In Anbetracht dieser Daten ist es von grofter
Bedeutung, die dem Metastasierungsprozess zugrunde liegenden Mechanismen zu

identifizieren und zu charakterisieren.

1.2 Die verschiedenen Schritte des Metastasierungsprozesses

Die molekularen Mechanismen, die dem Prozess der Metastasierung des PDA
zugrunde liegen, sind trotz immenser wissenschaftlicher Anstrengungen immer noch
weitgehend unbekannt.

Die Metastasierung ist ein Prozess der aus mehreren sequentiellen Schritten
besteht, bei denen die Tumorzellen mit den Zellen des Wirts direkt interagieren (Klein
2008); (Nguyen und Massague 2007). Die Tumorzellen l6sen sich aus dem
Zellverband des Primartumors ab und invadieren in das umgebende Gewebe. Dort
gelangen sie durch Intravasation in Lymph- oder Blutgefasse in die Zirkulation. Im
Kapillarbett des Zielorgans verlassen sie die Zirkulation und dringen in das Gewebe
des Zielorgans ein um dort zu proliferieren und durch Neoangiogenese eine
Blutversorgung fur die wachsende Metastase zu induzieren (Fidler 2003); (Gupta und

Massague 2006).

1.3 Modelle der Metastasierung
Es bestehen 2zwei fundamental konkurrierende konzeptionelle Modelle der

Metastasierung  maligner  Tumore: Das lineare und das parallele



Metastasierungsmodell (Klein 2009); (Weigelt, Peterse, et al. 2005). Das lineare
Modell postuliert, dass einzelne Tumorzellen des Primartumors im Rahmen des
lokalen Tumorwachstums genetische und epigenetische Aberrationen erfahren,
welche einzelnen Zellen die Fahigkeit zur Metastasierung verleihen (siehe Abb. 1a,
b). Das parallele Progressionsmodell hingegen postuliert eine frihzeitige
Dissemination von Tumorzellen, welche von der lokalen Tumorprogression
unabhangig ist (Abb. 1c) (Klein 2009). Fur jedes der beiden Modelle finden sich in
der Literatur Daten aus experimentellen und klinischen Studien, so dass eine
anhaltende wissenschafltiche Debatte hinsichtlich der Gultigkeit der beiden
verschiedenen Modelle gefuhrt wird, welche die Komplexitat der zugrunde liegenden
biologischen Prozesse widerspiegelt. Im Laufe der letzten Jahre wurden auf der
Basis dieser beiden Modelle mehrere modifizierte Metastasierungsmodelle
beschrieben (Weigelt, Peterse, et al. 2005). Beim Mammakarzinom konnte gezeigt
werden, dass an Hand des Genexpressionsprofils des Primartumors das
Metastatsierungspotential vorhergesagt werden kann (van 't Veer, Dai, et al. 2002).
Diese Beobachtung kann durch das ,good prognosis versus poor prognosis’ Modell
erklart werden (Weigelt, Peterse, et al. 2005) (Abbildung 1a). Massague und Kollegen
erweiterten dieses Modell indem sie zeigen konnten, dass Mammakarzinome, welche
auf Transkriptomebene eine ,poor prognosis signature’ zeigen, zusatzlich
Subpopulationen von Zellen beinhalten, welche eine gewebsspezifische
Metastasierung der Tumorzellen ermdglichen (Abb. 1b). Dieses gewebsspezifische
Genexpressionsprofil konnte erfolgreich als Prediktor des Metastasierungsortes

angewandt werden (Minn, Gupta, et al. 2005).
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Abbildung 1: Modelle der Metastasierung (aus Weigelt et al. 2005)

(a) Die Genexpressionsprofile humaner Mammakarzinome konnen das
Metastasierungsrisiko vorhersagen, (‘poor-prognosis' (rot) versus 'good-prognosis'
(lila) Signatur). (b) Primartumore mit einer 'poor-prognosis’ Signatur beinhalten
klonale Subpopulationen welche eine Gewebsspezifische Metastasierung
ermoglichen (grun, Knochen; blau, Leber; lila, Lunge). (c) Das parallele
Progressionsmodell postuliert, dass die Metastasierung einzelner Zellen frih in der
Karzinogenese sattfindet und unabhangig von der Progression des Primartumors ist.
Somit weisen  Primartumoren und Metastasen vollig unterschiedliche
Genexpressionsprofile auf (Weigelt, Peterse, et al. 2005).



Im Falle des Pankreaskarzinoms konnte mittels ultratiefer Sequenzierung gezeigt
werden, dass die Tumorprogression einem linearen Modell folgt. Erworbene
genetische Aberrationen wahrend der Karzinogenese fuhren zur Entstehung eines
malignen Grunderklons (,founder clon®), welcher die Fahigkeit zur Invasion besitzt.
Dieser Klon weist in Abhangigkeit der wahrend der Karzinogenese erworbenen
genetischen Veranderungen eine definierte Pradisposition zur Metastasierung auf,
kann aber selbst noch keine Metastasen bilden. Erst durch weitere genetische
Veranderungen ,progressor mutations® entstehen im Laufe mehrerer Jahre
Subpopulationen des parentalen Klons, welche die Fahigkeit zur Metastasierung
aufweisen. Diese Beobachtung liefert eine Erklarung fur die bekannte Heterogenitat
des PDA und die Rationale fur die Analyse des Metastasierungsprozesses in einem in

vivo Selektionsmodell (Yachida, Jones, et al. 2010).

1.4 E-cadherin und die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)

Mehrere Forschergruppen haben Genexpressionsanalysen benutzt und dadurch
Gene identifiziert welche ursachlich am Metastasierungsprozess verschiedener
Karzinome beteiligt sind (Eccles und Welch 2007); (Nguyen und Massague 2007).
Diese Metastasierungsgene sind Prediktoren fur das Metastasierungsrisiko und die
Basis fur die Entwicklung neuer spezifischer anti-metastatischer Therapien.

Unter den identifizierten Genen befindet sich das Gen CDH1, welches fur das
Zelladhasionsmolekul E-cadherin kodiert (Rinker-Schaeffer, O'Keefe, et al. 2006). E-
cadherin is ein transmembranares Glykoprotein das Bestandteil von epithelialen Zell-
Zell Kontakten ist. Es ist somit verantwortlich fur die Integritat epithelialer
Zellverbande, aber auch fur die Polaritat einzelner epithelialer Zellen. Der Verlust

oder die Dysfunktion von E-cadherin wird mit einer erhdhten Invasivitat von soliden



Tumoren, ihrer Fahigkeit zur Metastasierung und einer schlechten Prognose
assoziiert (Christofori und Semb 1999); (Cavallaro und Christofori 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass die Herabregulierung von E-cadherin einen biologischen
Prozess induziert, der als Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet
wird (Yang und Weinberg 2008). Hierbei kommt es zu einer De-differenzierung
neoplastischer epithelialer Zellen, hin zu einem motileren mesenchymalen Phanotyp.
Zellen die diesen Prozess durchlaufen, zeichnen sich durch ein erhohtes Potential
zur Invasion und Metastasierung aus (Yang und Weinberg 2008); (Thiery und
Sleeman 2006). Eine verminderte E-cadherin Expression oder ein E-cadherin Verlust
kann durch verschiedene Mechanismen verursacht werden: Durch somatische
Mutation des CDH1 Gens, durch Deletion des CDH1 Gens, durch die Repression
des CDH1 Promotors oder durch die proteolytische Degradation von E-cadherin
(Strathdee 2002); (Christofori 2006); (Maretzky, Reiss, et al. 2005). Die Repression
des CDH1 Gens kann durch Hypermethylierung und/oder Deacetylierung der
chromosomalen DNA in der Promotorregion induziert werden bzw. durch die Bindung
von transkritionellen Repressoren, wie z.B. Snail, Slug oder Twist. (Strathdee 2002);
(Christofori 2006); (Peinado, Olmeda, et al. 2007); (Kang und Massague 2004);
(Onder, Gupta, et al. 2008).

Mehrere Studien, welche die Expression von E-cadherin in Pankreaskarzinomen
untersuchten, konnten zeigen, dass 42-60% der untersuchten Tumore eine abnormal
niedrige oder keine Expression von E-cadherin aufweisen. Eine erniedrigte
Expression von E-cadherin zeigte eine signifikante positive Korrelation mit dem
Vorliegen einer De-differenzierung des Tumors sowie Lymphknoten- und
Organmetastasen (Pignatelli, Ansari, et al. 1994); (Joo, Rew, et al. 2002) . Ein

kompletter E-cadherin Verlust konnte vor allem in undifferenzierten, nicht-kohesiven



Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden und war mit einer besonders schlechten
Prognose assoziiert (Winter, Ting, et al. 2008). Diese korrelativen Daten weisen auf
eine wichtige Rolle von E-cadherin bei der Progression und Metastasierung des

Pankreaskarzinoms hin.

1.5 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die molekularen Mechanismen der
Metastasierung des Pankreaskarzinoms funktionell untersucht werden. Mittels eines
neu etablierten in vivo Mausmodells fur die Lungenmetastasierung sollte durch die in
vivo Selektion von hochgradig organspezifisch metastasierenden Subzellklonen ein
Modelsystem fur die gewebsspezifische Metastasierung des Pankreaskarzinoms
generiert werden. Durch die vergleichende Analyse des Genexpressionsprofils der
hochgradig organspezifisch metastasierenden Zellklone mit der Ausgangszelllinie
sowie zellbasierten Assays sollten anschlieend die molekularen und zellularen
Grundlagen der Metastasierung untersucht und funktionell in vitro und in vivo in
Transplantations- und endogenen genetisch definierten Pankreaskarzinommodellen

validiert werden.



2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien
Bezeichnung

2-Log DNA-Leiter
5-Azacytidine

Agarose

Ammonium persulfat (APS)
B-Mercaptoethanol
Bio-Rad Precision Plus Protein Standard

Bio-Rad Protein Assay Farbstoff Konzentrat
Bovine Serum Albumin (BSA) Standard

Collagenase Typ I

DMEM Medium

DMSO (Dimethylsulfoxid)
D-PBS

D-luciferin

EDTA (Etylendiamintetraessigsaure)
Ethanol

Ethidiumbromid (10mg/ml)
FCS

Gel Loading Dye, blue (6x)
Glycerol

Glycin

HCI

HEPES

Isopropanol

Kanamycin

LB-Agar

LB-Medium

Hersteller
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

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

Worthington,

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

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

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

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

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

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

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland



Methanol

N-Acetylcystein

NaCl

NaOH

Nonidet P40 (NP40)

Oligofectamin'"

OptiMEM®

Penicillin-Streptomycin Lésung
Phosphatase Inhibitor Cocktail Set
Proteinase K

Power SYBR Green PCR Master Mix
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix
RLT-Puffer

RNase-Free DNase Set

RPMI 1640 Medium

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Ultra Pure)
SOC-Medium

Superfect

TEMED

TGF-B

TRIS Ultra Qualitat

Trypsin-EDTA

Trichostatin A

Valproinsaure (VPA)

Western Lightning ECL Reagenzien

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

Roche, Mannheim, Deutschland

Applied Biosystems Inc., Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

R&D Systems, Minneapolis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, USA



2.1.2 Kommerziell erhaltliche Kits

Tabelle 2: Kommerziell erhaltliche Kits

Bezeichnung

Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit
GeneChip Sample Cleanup Module

IVT Labelling Kit

Mouse Genome UG 430 2.0 Array

One Cycle cDNA synthesis Kit

Plasmid Mini/Midi Kit

QlAprep spin Miniprep Kit

RNeasy Mini Kit

TagMan Reverse Transcription Reagents

TOPO TA Cloning® Kit, Dual Promotor,
pCRII®-TOPO® Vector

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung

Biopur Combitips

Cryo Tubes

Hyperfilm ECL

Immobilon-P (PVDF) Membran
MicroAmp'" Optical Adhesive Film

Micro Amp'" optical 96-Well Reaction-Plate
Neubauerzahlkammer
PCR-Reaktionsgefalie

Phase-lock gel tubes

Reaktionsgefalte 0,65 ml
Reaktionsgefalte 1,5 und 2ml

Safe-lock ReaktionsgefalRe Biopur

Whatman-Paper

10

Hersteller

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems Inc. Foster City, CA, USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Hersteller

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Nunc Brand Products, Napeville, IL, USA
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Hecht-Assistant, Sondheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biometra, Géttingen, Deutschland



Zellkulturverbrauchsmaterialien (Flaschen, Schalen,

well-Platten, Réhrchen, serologische Pipetten,
Zellschaber)

2.1.4 Gerate und Instrumente
Tabelle 4: Gerate und Instrumente
Bezeichnung
Agarosegel-Elektrophoreseapparatur
AxioCam

Bakterienschuttler Certomat
Biolumineszenzkamera Orcall ER
Elektroblot-Kammer fiir Western-Blot
Elektrophoreseapparaturen
ELISA-Reader

Entwicklermaschine

Geldokumentationsanlage und
Auswertungssoftware Imagemaster

Heizblocke

Homogenisator
Microlitterspritze
Mikroskop Axiovert 25
Odyssey Infrared Imaging System
Photometer

pH-Meter
Spannungsgerate
Sterilbank

Tagman
Thermocycler
Ultraschallgerat
Waagen/Feinwaage

Westernblottapparatur

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA,
TPP Tissue Culture Labware, Trasadingen,
Schweiz, Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht,
Deutschland

Hersteller

Hoefer

Zeiss
Termoshake
Hamamatsu
Biometra
Hoefer/Pharmacia
SLT Spectra

Amersham Bioscience

QuantityOne, BioRad

Eppendorf

Polytron PT 3100,Kinematica AG
Hamilton

Zeiss

Licor

NanoTrop NP-10, Peglab

WTW

Hoefer/Pharmacia

Heraeus

StepOne'" Real-Time PCR System,
Applied Biosystems

Biometra
Bandelin electronic Sonopuls
Sartorius

Biometra
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Zellkultur Inkubatoren

Zentrifugen

2.1.5 Puffer

Tabelle 5: Verwendete Puffer

Puffer
2X sample buffer

Western Blot Trenngelpuffer
Western Blot Sammelgelpuffer

Western Blot Laufpuffer (10fach)

Western Blot Transferpuffer

PBS (10fach)

Laemmli-Probenpuffer (5fach)

IP-Puffer

Blocking-Puffer

Waschpuffer
Stripping Puffer (Odyssey)

TAE-Puffer (50fach)

L1-Puffer
L2-Puffer
Dilutions-Puffer
Elutions-Puffer
Hochsalz-Puffer

Niedrigsalz-Puffer (1xTE, pH 8,0)

Heraeus

Heraeus, Eppendorf

Zusammensetzung

120 mmol/L Tris-HCI, pH 6.8, 3.3% SDS, 10%
glycerol, 40 pg/mL bromphenol-blau

1,5M TRIS/HCI, pH 8,8
0,5M TRIS/HCI, pH 6,8
35mM SDS, 0,25M TRIS/HCI, 2M Glycin

39mM Gilycin, 48mM TRIS/HCI, 0,037% (w/v)
SDS, 20% (v/v) Ethanol, pH 8,3

1,4M NaCl, 27mM KCI, 40mM Na,HPO,, 18mM
KH2PO,4, pH 7,4

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

50mM HEPES (pH 7,9), 150mM NaCl, 1mM EDTA

(pH 8), 0,5% (v/v) NP40, 10% (v/v) Glycerol

5% (v/v) Magermilchpulver, 0,1% (v/v) NP40,
geldst in PBS

1x PBS, 0,1% (v/v) NP40 oder 1x PBS, 0,1% (v/v)

TWEEN 20
25mM Glycin, 2% (w/v) SDS, pH 2

2M TRIS, 100mM EDTA, 5,71% (v/v) Essigsaure

(100%), pH 8,5

Tris pH 8,0 50mM, EDTA pH8,0 2mM, NP-40
0,1% (v/v), Glycerol 10% (v/v)

Tris pH 8,0 50mM, EDTA 5mM, SDS 1% (w/v)

Tris pH 8,0 50mM, EDTA 0,5mM, NP-40 0,5%
(v/v), NaCl 200mM

Tris pH 8,0 10mM, EDTA 1mM, SDS 1% (w/v)

Tris pH 8,0 20mM, EDTA 2mM, NP-40 1% (v/v),
NaCl 500mM, SDS 0,1% (w/v)

Tris pH 8,0 10mM, EDTA 1mM
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LiCl-Puffer

2.1.6 Antikorper

Tris pH 8,0 20mM, EDTA 1mM, NP-40 0,5% (v/v),
LiCl 250mM, Na-deoxycholat 0,5% (w/v)

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

AK

B-Actin

CK-19 [TROMAIII]
E-cadherin

HDAC1

HDAC2 (polyklonal)
HDAC2 (c-8)
HDAC2 (H-54)

horseradish peroxidase
(HRP)-gekoppelter
Zweitantikorper

mSin3A (AK-11)
nonimmunogenic
purified 1IgG

RNA Polymerase Il (N-
20)

Snail (E-18)

Snail [ab17732]

Snail (L70G2)

biotinylated goat anti-
rabbit

biotinylated goat anti-rat

biotinylated goat anti-
mouse

Typ

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Developmental Studies Hybridoma Bank, 1A, USA
BD Pharmingen, CA, USA

Upstate/Millipore, Billerica, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Vector Laboratories, CA, USA

Vector Laboratories, CA, USA

Vector Laboratories, CA, USA
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Wirt

Maus
Ratte
Maus
Maus
Hase
Maus
Hase

Schaf

Hase

Hase

Hase

Ziege

Hase

Maus

Ziege

Ziege

Ziege

Verdiinnung
1:2000

1:100

1:100

1:250

1:500

1:500

1:500

1:2000

1ug/100ug
Protein

1ug/100ug
Protein

1ug/100ug
Protein

1ug/100ug
Protein
1:30

1:1000

1:500

1:500
1:500



2.1.7 Small interfering RNA (siRNA)

Small interfering RNAs (siRNAs) wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) synthetisiert.

Tabelle 7: siRNA-Sequenzen

siRNA siRNA-Zielsequenz (Matrizenstrang)
scramble duplex | (SDI) (Kontrolle) AAC AGT CGC GTT TGC GAC TGG

HDAC2 CGGATGACTCATAACTTGCTGCTAA
Snail CGGAAGATCTTCAACTGCAAATATT

2.1.8 PCR-Primer und Oligonukleotidsonden

Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Tabelle 8: Forwarts (F) und Riickwarts (R) gerichtete Primersequenzen fiir die
Echtzeit gqRT-PCR
HDAC2 F 5-GGA GAA GAT TGT CCG GTG TTT G -3

HDAC2 HDAC2R  5-CCA TAT CAG TTT GTT GCC GGT T -3’
S Snail F 5'-TGT CTG CAC GAC CTG TGG AAA -3
Snail R 5'.TTG GAG CGG TCA GCA AAA G -3'
Ecadhery  ECadF 5'-CGT CCT GCC AAT CCT GAT GAA -3
Ecad R 5'-ACC ACT GCC CTC GTA ATC GAA -3’
Cyolophiiin  CYOF 5'- ATG GTC AAC CCC ACC GTG T -3°
Cyclo R 5- TTC TGC TGT CTT TGG AAC TTT GTC -3

Tabelle 9: Primersequenzen fir die ChIP-PCR

CDHA CDH1F  5- TAGGAAGCTGGGAAGTCTTCTAAGG -3'
CDH1 R 5’- GCCGAGCAAACACTGAGCTC -3
Albumin F 5- TGGGAAAACT GGGAAAACCATC -3’

Albumin Albumin R 5'- CACTCTCACACATACACTCCTGCTG -3°

Tabelle 10: Oligonukleotide fiir den ABCD Assay

CDH1- E-Box1F  5.TCCTTGGCTGCCACCTGCAGGTGCGTCCCCAGCCAATCAGCGGCGCC-3”
E-Box
1 E-Box1 R 5-GGCGCCGCTGATTGGCTGGGGACGCACCTGCAGGTGGCAGCCAAGGA-3'

CDH1- E-Box2F  5.CAATCAGCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGCTCACCTGGCGGCCGCAGCCT- 3
E-Box
2 E-Box2 R 5 -AGGCTGCGGCCGCCAGGTGAGCCCGCAGGCACCGCCCCCGGCGCCGCTGATTG -3'
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2.2. Experimentalmethoden

2.2.1 Mauslinien und genetisch definierte Tumormausmodelle

Die Generierung der Mauslinien LSL-Kras®??* (Jackson, Willis, et al. 2001),
Tp53°¥°% (Jonkers, Meuwissen, et al. 2001) und Ptf1a/p48°'°* (Nakhai, Sel, et al.
2007) wurde vorbeschrieben. Die Mauslinien wurden miteinander verkreuzt um ein
genetisch definiertes endogenes Pankreaskarzinommodell zu generieren. Diese
Mause entwickeln wie vorbeschrieben murine pankreatische intraepitheliale
Neoplasien (mPanINs) und metastatische duktale Pankreaskarzinome.(Seidler,
Schmidt, et al. 2008); (Hingorani, Petricoin, et al. 2003); (Bardeesy, Aguirre, et al.
2006). Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden von der Regierung von Oberbayern

genehmigt.

2.2.2 Generierung von murinen Pankreaskarzinomzelllinien

Um Tumorzelllinien aus den Pankreaskarzinomen von Mausen des genetisch
definierten  Ptf1a/p48°'°®*:1 SL-Kras®'*”* Modells zu gewinnen, wurden Mé&use,
welche einen tastbaren Tumor im Bereich des Pankreas haben, mit Isofluran
euthanisiert und Genickbruch getotet. Das Fell wurde anschlielend mit Sterilium
desinfiziert. Mit sterilem Besteck erfolgte ein Medianschnitt um die Haut bis auf das
Peritoneum zu 6ffnen. Anschliellend wurde mit einem zweiten sterilen Bestecksatz
das Peritoneum ero6ffnet und der Pankreastumor dargestellt. Ein ca. 0,5 bis 1 cm
groRes Stuck des Tumors wurde reseziert und in steriles PBS gebracht und unter
eine Zellkulturbank transferriert. Dort wurde das Tumorstick dreimal mit sterilem
PBS gewaschen. Dann wurde das Tumorstiick mit sterilen Skalpellen in einer 10 cm?
Zellkulturschale in 1 mm? groRe Stiicke geschnitten. Diese wurden in 10 ml DMEM
mit 150U/ml collagenase Typ 2 aufgenommen und tber Nacht in einem 50 ml Falcon

Roéhrchen in einem Wasserbad bei 37 Grad inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
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Zellen mittels Zentrifugation bei 150 g pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen in frischem Zellkulturmedium aufgenommen, resuspendiert und in
einer 25 cm? Zellkulturflasche in Kultur gebracht. Die Primarkulturen wurden als
adherente Zellen in DMEM mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem FCS und 1% (v/v)

Penicillin/Streptomycin bei 37% und 5% CO2 kultiviert.

2.2.3 Zellkultur

Die humane Pankreaskarzinomzelllinie Panc1 wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC) bezogen und in DMEM Medium kultiviert. Das Medium wurde mit
10% (v/v) hitzeinaktiviertem FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin versehen. Die
Kultivierung erfolgte bei 37°C und unter 5% CO,-Begasung. Die immortalisierte
Fibroblasten Zelllinie DF-1 wurde von ATCC bezogen und in DMEM Medium mit
zugesetztem 10% (v/v) hitzeinaktiviertem FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin und
1% (v/v) nicht essentieller Aminosauren bei 37°C und unter 5% CO2-Begasung

kultiviert (Himly, Foster, et al. 1998).

2.2.4. Plasmide und Virus Praparation

Um die Reportergene ,enhanced green fluorescent protein® (EGFP) und ,firefly
luciferase” (fLuc) zusammen mit dem Rezeptor fur aviare RCASBP(A) (replication
competent avian sarcoma-leukosis virus long terminal repeat with splice acceptor,
Bryan-RSV polymerase gene and subgroupA envelope) Retroviren, TVA (Tumorvirus
A), stabil zu exprimieren, wurde ein in der Arbeitsgruppe Saur vorhandenes Plasmid,
das fur ein Fusionsprotein aus EGFP und fLuc kodiert und Uber eine ,internal
ribosome entry site® (IRES) zusatzlich TVA exprimiert, verwendet (pCMV-EGFP-
fLuc-IRES-TVA). In diesem Plasmid wurde der vorhandene
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Cytomegalieviruspromotor (CMV) gegen einen CAG Hybridpromotor (CMV
immediate early enhancer, welcher mit dem R-actin Promotor (Huhn) fusioniert ist)
ausgetauscht. Der RCASBP(A)-lacZ Kontrollvektor wurde generiert, indem die
kodierende Sequenz von lacZ aus dem Plasmid pcDNAS3.1-V5-His-TOPO-lacZ in die
geglatteten Enden der Cla | Restriktionsstelle des RCASBP(A) Vektors inseriert
wurde. Um eine dominant-negative (dn) Form von E-cadherin (dn-E-cad) zu
exprimieren wurde der Vektor RCASBP(A)-dn-E-cad verwendet, der
freundlicherweise von Dr. Brian Lewis (University of Massachusetts Medical School,
USA) zur Verfugung gestellt wurde. Die Integritat aller Vektoren wurde mittels Sanger
DNA Sequenzierungen uberpruft (GATC, Konstanz, Deutschland). RCASBP(A) Viren
wurden wie vorbeschrieben generiert (Mayr, von Werder, et al. 2008), (Seidler,
Schmidt, et al. 2008). Die immortalisierte aviare Fibroblasten Zelllinie DF-1 wurde fur
die Virusproduktion benutzt (Himly, Foster, et al. 1998). Die Zellen wurden in
definierter Zellzahl in 10 cm? Schalen ausgesét und bei einer Konfluenz von 70-90%
mit 2,5ug des RCASBP(A)-dn E-cad Expressionsplasmids oder des LacZ Kontroll
Plasmids tranfiziert. Die Transfektion wurde mit Superfect nach den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Die Zellen wurden fur 2 Wochen nach der Transfektion
kultiviert, dann wurde das produzierte Virus aus dem Medium der Zellen isoliert.
Hierfur wurde das Medium der Zellen bei 800 g fur 10 Minuten abzentrifugiert um
abgestorbene Zellen im Zellkulturiiberstand zu eliminieren. Der Uberstand wurde

dann mit einem 0.22-pm Filter steril filtriert und sofort bei -80 Grad weggefroren.
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2.2.5 Generierung von TD-2ECFPLuc-TVA Za|jen

Die etablierte murine TD-2 Zelllinie, die im Labor von Herrn Prof. Schmid aus dem
Pankreastumor einer TGF-a/p53"~ Maus isoliert wurde, wurde wie beschrieben
isoliert und kultuviert (Greten, Weber, et al. 2002). TD-2 Zellen wurden mit dem
Plasmid pCAG-EGFP-fLuc-IRES-TVA stabil transfiziert. Hierzu wurden die Zellen 24
Stunden vor der Transfektion in 12-Wellplatten in einer Dichte von 20.000 Zellen pro
Well ausgesat. Nach dem Waschen der Zellen mit Medium ohne FCS wurden 400ul
serumfreies Medium vorgelegt. Die Zellen wurden mit Hilfe von OIigofectaminT"’I nach
Angaben des Herstellers mit dem Plasmid pCAG-EGFP-fLuc-IRES-TVA transfiziert.
Nach 5-minatiger Vorinkubation von OligofectaminTM mit Opti-MEM® wurde das
Gemisch zu dem Ansatz aus Plasmid und Opti-MEM® gegeben. Der Ansatz wurde
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf die Zellen gegeben. Nach
4 stundiger Inkubation bei 37 Grad im Brutschrank mit 5% CO, wurde Medium mit
20% (v/v) FCS zugegeben. Das Medium wurde am folgenden Tag durch frisches
Medium mit 10% (v/v) FCS und 1 mg/mL activem Geneticin zur Selektion stabil
transfizierter Tumorzellen ersetzt. Die so generierte Zelllinie mit stabile Expression

von EGFP/fLuc und TVA wurde TD-25CFPueTVA genannt.

2.2.6. In vivo Selektion von hochgradig metastasierenden Zelllinien mittels
eines experimentellen Mestastasierungs Assays und multimodaler Bildgebung
10° TD-2FCFPLueTVA Zellen wurden mit einer Microlitter Spritze und einer 27G Nadel
intravends in die Schwanzvene von Nacktmausen appliziert. Hierfur wurden die
adharent wachsenden Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgelost und in FCS

haltigem Zellkulturmedium aufgenommen, um das Trypsin zu inaktivieren.
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AnschlieRend erfolgte die Zahlung der Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer.
Die gezahlten Zellen wurden dann abzentrifugiert und in DMEM ohne Zusatze auf
eine Konzentration von 1x10* Zellen pro pl eingestellt. Dann wurden 100 pl dieser
Zellsuspension sehr langsam intravenos in insgesamt 10 Mause injiziert. In 7 tagigen
Abstédnden erfolgte eine Messung der injizieten Mause mittels in vivo
Biolumineszenz Messung (BLI) zum Nachweis der fLuc Expression. Die Mause
wurden hierfur mit 0,5mg/kg KG Medetomidin, 5mg/kg KG Midazolam und 0,05mg/kg
KG Fentanyl (MMF) durch intraperitoneale Injektion anasthesiert. Gleichzeitig wurden
150mg/kg KG des fLuc Substrats D-luciferin injiziert. Die Mause wurden 10 Minuten
nach der Injektion der Bildgebung zugefuhrt. Zuerst wurde ein Weildlichtbild
aufgenommen. Dann wurde das von den Tumorzellen emittierte
Biolumineszenzsignal, welches durch die enzymatische Aktivitat von fLuc unter
Verbrauch von O, und ATP generiert wird, mit einer auf -70°C gekuhlten CCD
Kamera mit Bildverstarker analysiert. Es wurden mehrere Bilder mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten von 10-120 Sekunden und einem Gain von 700
aufgenommen. Mittels  SimplePCI Software  wurde das  detektierte
Biolumineszenzsignal in Pseudofarben dargestellt und auf das Weilllichtbild
projiziert, um die Tumorzellen lokalisieren zu konnen. Konnten bei Mausen
Metastasen in der Biolumineszenzmessung identifiziert werden, wurden die Mause
mit Isofluran euthanisiert. Ex vivo erfolgte dann eine erneute Darstellung der
Metastasen durch die Detektion der enhanced-green fluorescent protein (EGFP)
Expression der Tumorzellen mittels Fluoreszenzstereomikroskopie. Mittels einer UV
Lampe und einem GFP Filter mit einer Exzitationswellenlange von 488nm wurde das
von den Tumorzellen exprimierte EGFP angeregt. Die von den Tumorzellen

emittierte Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei einer Wellenlange von
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509nm wurde mit einem AxioCam MRc Kamerasystem und einem Emissionsfilter bei
510 nm detektiert. Die Aufnahmen wurde dann mit Hilfe der AxioVision 4.3 Software
bearbeitet. Das Fluoreszenzsignal wurde in gruner Farbe auf das entsprechende
Weillichtbild projiziert. Hierdurch konnten die Metastasen ex vivo validiert werden.
Dann wurden, wie oben beschrieben, Tumorzelllinien aus den Lungenmetastasen
und dem Primartumor an der Injektionsstelle isoliert. Die Zelllinien wurden in DMEM
mit zugesetztem Geneticin (1mg/ml) kultiviert. Hierdurch konnten die Tumorzellen,
die das Neomycin Resistenzgen exprimieren, von Fibroblasten und anderen Zellen
des Wirts isoliert werden. Eine der Subzelllinien, die aus einer Lungenmetastase
isoliert wurde (Subzelllinie P1) wurde in vitro expandiert und in niedriger Passage
(<4) wieder intraven0s injiziert, um erneut auf hochgradig metastasierende Subklone
der Zelllinien zu selektionieren. Wieder wurden die Mause mittels BLI Uberwacht und
Zelllinien aus den Primartumoren und Metastasen gewonnen. Die Subzelllinie P2
wurde aus einer Lungenmetastase einer Maus gewonnen, in welche die Subzelllinie

P1 injiziert worden war.

2.2.7 Expression von dominant-negativem E-cadherin in TD-25¢FP-Luc-TVA Zgjjen
mittels retroviraler Transduktion

Transfizierte DF-1 Zellen (siehe oben) und die zu infizierenden TVA-Rezeptor
exprimierenden murinen TD-2ECFPHUcTVA Zallen wurden parallel kultiviert. Die TD-
QFCFPLuc-TVA Zellen wurden in einer 6-Well Platte mit einer Dichte von 1x10° Zellen
pro Well ausgesat. Am Folgetag wird das virushaltige Medium der transfizierten DF-1
Zellen abgenommen und entweder 2ml des unverdunnten oder 2ml einer 1:10

2EGFP-fLuC-TVA

Verdunnung je Well der TD- zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
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48 Stunden bei 37 Grad und 5% CO2 wird das Medium abgesaugt und durch frisches
Zellkulturmedium ersetzt.

Die infizierten TD-25CFPMue™VA RCASBP(A)-dn-E-cad und ~ TD-2FCFPhucTVA
RCASBP(A)-LacZ wurden cryokonserviert und Proteine zur Analyse der E-cadherin

und domninat negativen E-cadherin Expression isoliert.

2.2.8 Kryokonservierung von Zelllinien

Zellen wurden bei 80% Konfluenz in 175 cm? Zellkulturflaschen mit PBS gewaschen
und dann mit 0,01% Trypsin abgelost und durch auf-und abpipettieren vereinzelt.
Dann wurde das Zellen-Trypsin Gemisch in Kulturmedium mit FCS aufgenommen
um das Trypsin zu inaktivieren. Die Zellen wurden dann in 50ml Falcons mit einer
Geschwindigkeit von 150 g in einer Ausschwungzentrifuge abzentrifugiert und das
Pellet in eiskaltem Freezing Medium (70% DMEM, 20% FCS, 10% DMSO)
resuspendiert in Cryotubes bei -80 Grad weggefroren. Nach 24 Stunden erfolgte

dann die Uberfiihrung der Réhrchen in den fliissigen Stickstoff.

2.2.9 Orthotope Implantation muriner Pankreaskarzinomzellen
Um das Metastastierungspotential von murinen Pankreaskarzinomzelllinien, die aus
Pankreaskarzinomen von Ptf1a/p48% """ L.SL-Kras®"*"* oder Ptf1a/p48°'“* | SL-

G120 - Tp53°¥0x Mausen isoliert wurden, zu testen, wurden 5.000 Zellen in 20l

Kras
DMEM ohne Zusatze orthotop in das Pankreas von Nacktmausen implantiert. Hierfar
wurden die Mause mittels kontinuierlicher kontrollierter Zufuhr eines Isofluran-0-

Gemisches mittels eines Kleintiernarkosegerats narkotisiert. Zur Analgesie wurde

pra-und postoperativ 1mg/kg KG Metacam appliziert. Die Erdoffnung des Abdomens
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im linken Oberbauch erfolgte nach Desinfektion der Haut mit Sterilium durch eine 1
cm grofl3e Inzision mit sterilem Besteck. Nach Freilegung des Peritoneums durch
Praparation zwischen Haut und Peritoneum wurde dieses erdffnet und die Milz und
der Pankreasschwanz dargestellt. Vorsichtig wurde die Milz mit einer atraumatischen
Pinzette gefasst und zusammen mit dem Pankreasschwanz nach aussen disloziert.
Die Tumorzellen wurden mit einer Microlitter Spritze in einem Volumen von 20yl in
den Pankreasschwanz nahe der Milz injiziert. Das Pankreas wurde danach vorsichtig
reponiert und das Peritoneum mit Ethilon Nahtmaterial mittels Einzelknopfnaht
verschlossen. Die Haut wurde dann mit Hautklammern verschlossen. Die
implantierten Mause wurden gemald der Vorgaben des Tierversuchsantrags
uberwacht und getotet als sie Zeichen einer Beintrachtigung durch den Tumor
zeigten, bzw. die Abbruchkriterien erreicht hatten. Die Organe wurden entnommen

und histologisch aufgearbeitet (siehe oben).

2.2.10 Transfektion, Inhibitorbehandlung und Epitheliale-Mesenchymale
Transitions Assays

Die Transfektion von doppelstrangiger siRNA (siehe Tabelle 7 fur die Sequenzen der
siRNAs) mit einer Endkonzentration von 50nmol/L wurde mit Oligofectamin™ wie
oben beschrieben, nur ohne Antibiotikaselektion durchgefuhrt. Die Zellen wurden 48
Stunden nach der Transfektion fur die Analysen verwendet. Um die
Histondeacetylase (HDAC) Aktivitdt zu inhibieren, wurden die murinen
Pankreaskarzinomzelllinien in vitro fur 24 Stunden mit 0.1 pmol/L oder 0.3 pmol/L
Trichostatin A (TsA) oder DMSO als Kontrolle behandelt und anschliefend mittels
verschiedener molekularbiologischer Methoden untersucht (siehe nachfolgende
Methoden). Um eine globale DNA Demethylierung zu erzielen wurden die murinen

Pankreaskarzinomzelllinien fur 48 oder 96 Stunden mit dem Demethylierungsagens
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5'-Aza-2'-deoxycytidin (5-Aza) in einer Konzentration von 1 pmol/L behandelt. Eine
EMT wurde in Panc1 Zellen durch die Zugabe von TGF-B1 induziert. HierfUr wurden
die Zellen bis zu einer Konfluenz von 70% in DMEM Medium mit 10% FCS (v/v)
kultiviert. Dann wurden die Zellen zweimal mit serumfreien Medium gewaschen und
fur 24 Stunden in serumfreien Medium inkubiert um dann mit TGF-g1 (10 ng/ml) und
kompletten Medium oder nur mit kompletten Medium ohne TGF-B1 fur 48 Stunden
behandelt zu werden. Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen mit dem Klasse | HDAC
Inhibitor Valproinsaure in einer Konzentration von 1,5 mmol/L behandelt.
Morphologische Anderungen wurden mittels Lichtmikroskopie mit einem invertierten
Zeiss Mikroskop analysiert. Aufnahmen wurden mit der zugehdrigen AxioCam in den

angegebenen VergroRerungen gemacht (Ellenrieder, Hendler, et al. 2001).

2.2.11 Ganzzellextrakte und Bradford Assay

Fur die Gewinnung von Ganzzellextrakten wurden adherent wachsende Zellen vor
der Ernte mit PBS gewaschen und dann in IP-Puffer (mit 0,5 mM PMFS, 1 mM DTT
und mit 1:100 verdinntem Phosphatase Inhibitor) lysiert und anschliel3end mit einem
Zellschaber abgelost. Nach einer 5 minutigen Inkubationszeit auf Eis wurde das
Lysat fur 20 min bei -20 Grad weggefroren. Nach dem Auftauen auf Eis wurden die
Lysate 15 Minuten bei 16.100 g und 4 °C in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal (berfihrt. Die Proteinbestimmung
erfolgte durch die Methode nach Bradford In eine Mikrotiterplatte wurden je Well
300pl des 1:5 in destilliertem Wassser verdunnten Bradford Reagenz gegeben. Aus
Rinderalbumin (BSA) wurde eine Standardreihe erstellt (0,5 ug/ull bis 8 ug/ul) welche
im linearen Messbereich des Photometers lag. Es wurden 1ul der zu messenden
Probe in Triplikaten zu den vorgelegten 300yl pipettiert und die Farbreaktion bei
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einer Wellenlange von 595nm im Mikroplatten-Absorptionsphotometer Anthos 2001
gemessen. Mit Hilfe der Standardreihe konnten die gemessenen Absorptionswerte in
die Proteinkonzentration umgerechnet werden. Durch entsprechende Verdiunnung
mit IP-Puffer wurde in allen Proben eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt.
Die Proben wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen und 5 Minuten bei 95°C

denaturiert und anschlie3end bei -20°C weggefroren.

2.2.12. Western Blotting mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Ganzzellextrakte erfolgte mittels
diskontinuierlicher SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese. Zuerst wurde das Trenngel
vorbereitet und in eine vertikale Gelkammer gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach etwa 30 Minuten Polymerisationszeit konnte das Isopropanol
abgegossen werden und das Trenngel mit Sammelgellésung Uberschichtet werden,
in welches der Probenkamm eingefuhrt wurde. Nach erneuter Polymerisationszeit
konnte der Kamm entfernt werden und die Probentaschen mit Aqua Destillatum
gewaschen werden. Die Ganzzellextrakte wurden bei einer konstanten Spannung
zwischen 90-120-V in einer Gel-Laufapparatur HoeferTM aufgetrennt. Nach der
Gelelektrophorese wurden die Proteine mit Hilfe einer WET- Blottapparatur auf eine
Immobilon-P Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran ubertragen. Die Membran wurde
in Methanol fur 30 Sekunden aktiviert, dann in ddH2O hydrophilisiert und
anschlieend bis zum Gebrauch in Transferpuffer eingelegt. Auch das Trenngel
wurde fur 5 Minuten in Transferpuffer inkubiert. Das Blotten erfolgte fur 2 Stunden bei
250 mA bei 4 Grad. Nach dem Transfer wurde die Membran zur Blockierung

unspezifischer Bindungstellen in Blockingpuffer (Odyssey Blocking Buffer 1:1 (v/v)
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PBS) fur 30 Minuten geblockt. Anschlielend wurde die Membran mit einem
spezifischen Antikorper, welcher in Blockingpuffer verdinnt wurde auf die Membran
gegeben und diese Uber Nacht bei 4 °C unter leichter Agitation inkubiert. Dann wurde
die Membran vor der Behandlung mit dem zweiten Antikorper dreimal fur 10 Minuten
in Waschpuffer gewaschen. Als sekundare Antikorper wurden Antikorper, welche mit
fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind benutzt. Die zweistindige Inkubation mit
dem zweiten Antikorper erfolgte bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Die
Membran wurde nach dieser Inkubation, wie oben beschrieben, lichtgeschutzt
gewaschen. Anschlielend wurde die Membran mittels des Odyssey Infrared Imaging
System gescannt und dabei die Intensitat der Fluoreszenz bei den entsprechenden
Wellenlangen 700 nm bzw. 800 nm detektiert. Nach erfolgter primarer
Immundetektion konnen die Antikorper wieder von der Membran geldst werden
(Strippen), um mit einem neuen Antikorper eine weitere Detektion anderer Proteine
auf derselben Membran durchzufiuhren. Zum Strippen wurde die Membran 30
Minuten bei Raumtemperatur in Stripping-Puffer unter Agitation inkubiert, dann mit
Waschpuffer gewaschen und anschlie3iend wieder fur 30 Minuten in Blockingpuffer

inkubiert. Dann erfolgte eine erneute Inkubation mit einem spezifischen Antikorper.

2.2.13. Chromatin-Immunprazipitation (ChiP)

Um die Interaktion von DNA bindenden Proteinen mit spezifischen DNA Sequenzen
zu untersuchen, fuhrten wir Chromatin-Immunprazipitations (ChIP) Analysen durch.
Gleiche Mengen an Chromatin wurden fur jede Prazipitationsreaktion eingesetzt
(100pg). Die gezielte Prazipitation von DNA bindenden Proteinen erfolgte mit

spezifischen Antikorpern gegen RNA Polymerase Il, HDAC1, HDAC2, HDACS,
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acetyliertes Histon 4 (acH4), mSin3A oder Snail. Nach der Prazipitation wurden die
Poteine von der DNA getrennt und die DNA Fragmente wurden mit spezifischen
Primern amplifiziert um eine spezifische Bindung der prazipitierten Proteine
nachzuweisen. Fur die ChIP Analyse wurden 50.000 Zellen pro Well in 6-Well Platten
ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen entweder mit 0,3uM TsA oder DMSO,
als Kontrolle, fur 24 Stunden behandelt. Nach der Inkubationszeit wurde ein
Fixationsschritt mit Formaldehyd (1% Endkonzentration) fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefuhrt, gefolgt von einer Inkubation von 5 Minuten mit 1,25 M
Glycin. Danach wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen, in 80ul PBS
abgeschabt in ein Eppendorf 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt. und in einer auf 4°C
gekuhlten Zentrifuge bei 200 g zwei Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde
dann in 500ul L1-Puffer resuspendiert und fur 5 Minuten auf Eis lysiert. Durch einen
erneuten Zentrifugationsschritt bei 800 g fur zwei Minuten konnten die Zellkerne vom
Zytoplasma getrennt und pelletiert werden. Die Zellkerne wurde dann in 700ul L2-
Puffer resuspendiert. Nachfolgend erfolgte der Aufschluss der Kernmembranen
mittels Sonifikation. Die Proben wurden je sechs Mal fur 20 Sekunden bei 60% der
Maximalleistung des Gerats behandelt (Electronic Sonopuls, Bandelin; Stromstarke:
0,4A, Leistung: 70W, Frequenz: -20kHz). Dann wurden die
Kernmembranbestandteile bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert und der
Uberstand auf eine definierte Konzentration von 100ug/ml Chromatin  mit
Dilutionspuffer eingestellt. Als Input Kontrolle wurden 10upg jeder Probe mit
Elutionspuffer verdunnt und weggefroren. Die Proben wurden dann mit Agarose A/G
Beads inkubiert, dann gewaschen und nachfolgend mit 3ug eines spezifischen
Antikorpers inkubiert. Dieser Inkubationsschritt erfolgte bei 4 Grad Uber Nacht auf

einem Rotor. Am nachsten Tag wurden erneut Agarose A/G Beads in Dilutionspuffer
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zugegeben und die Agarose A/G Beads-Antikorper-Protein-Chromatin Komplexe
mittels Zentrigugation bei 100 g pelletiert. Die Proben wurden dann drei Mal mit
Waschpuffern mit steigendem Salzgehalt gewaschen und nach jedem Waschschritt
bei 100 g bei 4 Grad fur eine Minute pelletiert. Das Pellet wurde dann in 300l
Elutionspuffer aufgenommen und fur 20 Minuten bei 65 Grad inkubiert. Nach einem
erneuten Zentrifugationsschritt bei 2300 g fur zwei Minuten wurde der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefall uberfuhrt und 30yl NaCl zugegeben. Dann wurde ein
erneuter Inkubationsschritt bei 65 Grad Uber Nacht durchgefuhrt. Es folgte ein
Proteinverdau durch Zugabe von 2ul Proteinase K. Diese Reaktion wurde fur 2
Stunden bei 45 Grad ausgefuhrt. Dann wurde eine Phenol/Chloroform Fallung
durchgefuhrt. Hierzu wurden die verdauten Proben zusammen mit 600ul
Phenol/Chloroform in ein Phase-Lock-Gel Tube uberfuhrt, kurz gemischt und dann
bei 16.100 g fur 5 Minuten abzentrifugiert. Die wassrige Phase zusammen mit dem
Phasenubergang wurden in ein neues Phase-Lock-Gel Tube Uberfuhrt und ein
gleicher Anteil von Chloroform zugegeben. Nach einer erneuten Phasentrennung
wurden 500ul der wassrigen Phase einer Ethanol Fallung unterzogen. Es folgte die
Zugabe von 50pul 3M Natriumacetat pH 5,2 und 1.100pl Ethanol. Ausserdem wurden
zu jeder Probe 1,2ul tRNA als Carrier zugegeben. Die Fallung erfolgte dann bei -20
Grad fur 30 Minuten. Nach Zentrifugation bei 16.100 g fur 10 Minuten wurde der
Uberstand verworfen und 300ul 70% Ethanol zum Pellet gegeben und 5 Minuten bei
16.100 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet an der
Luft getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde dann in 100ul H20 gelost und 5yl far
die nachfolgende PCR Reaktion eingesetzt. Die PCR wurde mit spezifischen Primern
und REDTaq Ready Mix PCR Reagenzien durchgefuhrt. Die Amplifikation der DNA

erfolgte mit spezifischen Primern fur die jeweiligen Promotorsequenzen (siehe
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Tabelle 9 fur Primersequenzen). Die Amplifikationsreaktion wurde nach folgendem
Programm durchgefuhrt: Initial 2 min Denaturierung bei 94°C, gefolgt von 34-38 PCR
Zyklen mit 45 sek Denaturierung bei 94°C, 1 min Primeranlagerung bei 60-64°C (je
nach Primerpaar-Annealingtemperatur), 1 min Elongation bei 72°C. Nach dem
letzten PCR Zyklus 10 min Elongation bei 72°C gefolgt von einer dauerhaften
Inkubation bei 4°C. Um Linearitdt der PCR Reaktion zu gewahrleisten wurden
verschiedene Zyklenzahlen verwendet (34-38 Zyklen). Die PCR Produkte wurden

mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.2.14 Immunprazipitation

Die ausgesaten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann in 800l
Lysepuffer (50 mmol/L Tris, pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 1% Nonidet-P 40) mit
Proteaseinhibitoren lysiert. Die Zellen wurden dann abgekratzt und in Eppendorf
Reaktionsgefalle Uberfuhrt und fur 10 Minuten auf Eis lysiert. Dann wurden die
Proben fiir 10 Minuten bei 16,100 g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford
Assay bestimmt. 1,5 mg des Proteins wurden in einem Endvolumen von 500ul mit IP-
Puffer verdinnt und 1 Stunde bei 4 Grad mit 60ul Agarose Beads inkubiert. Die
Lysate wurden dann uber Nacht bei 4 Grad mit je einem der nachfolgenden
Antikorper inkubiert: 3 pg anti-Snail (E-18), 2 pL anti-HDAC1 (clone 2E10), 3 pg anti-
HDAC2 (C-8), 3 ug mSin3A (AK-11), oder 3 pug nonimmunogenic purified IgG. Far
Antikorper aus dem Hasen wurden Protein A Agarose Beads verwendet, fur alle
anderen Spezies wurden Protein G Agarose Beads verwendet. Am nachsten Tag
wurden die Antikorper-Protein Komplexe mittels Agarose Beads prazipitiert indem die

Proben 2 Stunden bei 4 Grad mit den entsprechenden Agarose Beads inkubiert
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wurden. Die Beads wurden dann 5 Mal mit Lysepuffer gewaschen. Die prazipitierten
Proteine wurden anschlieBend in 2X sample buffer (120 mmol/L Tris-HCI, pH 6.8,
3.3% SDS, 10% glycerol, 40 pyg/mL bromphenol-blau) aufgenommen und far 5
Minuten bei 100°C aufgekocht. Nach gelelektorphoretischer Auftrennung mittels
SDS-PAGE und Transfer auf eine PVDF Membran wurden die Membranen mit
einem der nachfolgenden spezifischen Antikorper iber Nacht inkubiert: anti-Snail (E-
18) 1:500 oder anti-Snail (L70G2) 1:1000; anti-HDAC1 (clone 2E10) 1:1000; anti-
HDAC2 (C-8) 1:1000 oder anti-HDAC2 (H-54) 1:500; oder anti-mSin3A (AK-11)
1:1000. Die gebundenen Antikorper wurden nach entsprechenden Waschschritten,
wie oben Dbeschrieben, mit horseradish peroxidase (HRP)-gekoppelten
Zweitantikorpern und Western Lightning ECL Reagenzien mit Hyperfilm ECL Filmen
nach dem Standardprotokoll des Herstellers detektiert. Die Expression der
entsprechenden Proteine und die gleichmaRige Beladung der Taschen (p-Aktin
Ladungskontrolle) wurde mittels Western Blot von 15ug des initialen Lysats

untersucht.

2.2.15 Avidin-Biotin-Komplex-DNA Assay

Ganzzellextrakte wurden mittels Bradford Assay gemessen und 1.000 pg des
Proteins jeder Probe mit 3ug 5' biotinylierten doppelstrangigen Oligonukleotiden,
welche die E-Box1 oder E-Box2 des proximalen Teils des CDH71 Promotors
enthalten, bei 4°C fur 4 Stunden inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden 80 uL
Streptavidin-Agarose zugegeben und das Gemisch bei 4°C fur 16 Stunden inkubiert.
Die Streptavidin-Agarose wurde mittels Zentrifugation prazipitiert und 3 Mal

gewaschen. Die Prazipitate wurden dann in einem 9% SDS-Polyacrylamid Gel
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aufgetrennt und nach Standard Western Blot Protokoll auf eine PVDF Membran
transferriert. Dann wurde die Membran mit dem anti-Snail Antikorper (E-18) inkubiert
und dieser wie oben beschrieben detektiert. 1 Prozent des Ausgangsmaterials wurde
als Ladungskontrolle benutzt und mittels Western Blot analysiert. Die verwendeten &'

biotinylierten Oligonukleotide sind in Tabelle 10 aufgefluhrt.

2.2.16 Reverse-Transkription Polymerase Kettenraktion (RT-PCR)

Gesamt-RNA wurde aus den Zelllinien mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Qiagen
RNAeasy Kit gemall den Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde in H,O
eluiert und die Konzentration der Eluate photometrisch mit einem Nanodrop
Photometer gemessen. 1ug der Gesamt-RNA wurde dann fur die reverse
Transkription in komplementare einzelstrangige DNA (cDNA) eingesetzt. Diese
Reaktion wurde mit Reagenzien von Applied Biosystems in einem Bioemtra
Thermocycler nach dem in Tabelle 11 beschriebenen Schema und nachfolgendem
Programm durchgefihrt: 10 min bei 25°C, 1 h bei 48°C, 5 min bei 95°C und Pause

bei 4°C. Die Proben wurden dann bei -20 Grad gelagert.

Tabelle 11: Pipettierschema RT-PCR

Reagenz finale Konzentration
10 x TagMan RT Puffer 1x
MgCI2 (25 mM) 5,5 mM
dNTP-Mix 500 uM je Base
random hexamers 2,5 uM
RNase Inhibitor 0,4 U/ul
Multiscribe Reverse

Transkritptase (50 U/pl) 1,25 U/ul
RNA 1 g
Wasser, RNase frei auf 100 pl
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2.2.17 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenraktion (qQPCR)

5 ng der cDNA wurden fur die quantitative Echtzeit PCR (qPCR) eingesetzt. Hierbei
wird ein Fluoreszenzfarbstoff (SYBR) welcher neu synthetisierte doppelstrangige
DNA bindet und nur im gebundenen Zustand detektiert werden kann zur
Quantifizierung des PCR Produkts genutzt. Das Reaktionsgemisch zur
Quantifizierung spezifischer Genprodukte mittels spezifischer Primer (siehe Tabelle

8) wurde nach folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 12: Piettierschema quantitative Echtzeit-PCR

Reagenz Konzentration Konzentration
Stamm Lsg. final
2 x SYBR MM Puffer 2 X 1 x
FP (forward Primer) 10uM 100nM
RP (reverse Primer) 10uM 100nM
Matritze (5ng) diverse diverse
Wasser auf 25ul 1x 1x

Die PCR wurde in einem StepOnePlus™ Real-Time PCR System in einem 96-Well
Format durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte mittels Step One Software (Applied

Biosystems).

2.2.18 Genexpressionsanalysen (mMRNA Microarray)

Microarray Analysen wurden nach dem Standardprotokoll von Affymetrix
durchgefuhrt. Gesamt-RNA wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit gemall des
Standardprotokolls in Duplikaten sowohl von der parentalen TD-25¢TPUeTVA Zg||linje
als auch von der metastatischen P2 Zelllinie isoliert. Die Konzentration der RNA
wurde photometrisch mit einem NanoDrop Gerat bestimmt. 5ug der gesamt-RNA
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wurden in die cDNA Synthese eingesetzt (Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit). Die
gewonnene doppelstrangige cDNA wurde dann aufgereinigt (Sample Cleanup
Module). Die gereinigte cDNA wurde anschliel3end in einer In-Vitro-Transkription
(IVT) in cRNA umgeschrieben und mit Biotin markiert (GeneChip IVT Labeling Kit).
Nach einem erneuten Reinigungsschritt wurde die markierte cRNA photometrisch
quantifiziert und mittels Agarosegelelektrophorese auf ihre Integritat gepruft. Die
markierte cRNA wurde anschliel3end fragmentiert und auf GeneChip Mouse Genome
430 2.0 Arrays hybridisiert. Die Rohdaten der Microarray Experimente wurden mit
Hilfe der ,robust multi-array average“ (RMA) Methode auf ihre Qualitat gepraft und
normalisiert. Weiterfuhrende bioinformatische Analysen wie ,principal component
analysis®, Bestimmung von differentiell exprimierten Genen und ,Heatmap®
Generierung wurden mit R und Bioconductor software sowie CIMminer (Genomics
and Bioinformatics Group, National Institutes of Health)(Weinstein, Myers, et al.
1997) durchgefuhrt. Die bioinformatischen Analysen wurden mit der freundlichen
Hilfe von Dr. Jorg Mages (Insitut fur medizinische Mikrobiologie, TUM) und Philipp

Eser (Genzentrum Munchen) durchgefuhrt.

2.2.19 Histochemie, Inmunhistochemie, und Immunzytochemie

FUr histologische Gewebeanalysen wurden die Gewebe fur 24h in 4%
Paraformaldehyd bei 4 Grad fixiert. Dann wurden die Gewebe drei Mal fur je 15
Minuten in PBS gewaschen. Die Entwasserung wurde mit einem
Entwasserungssystem der Firma Leica durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die
Gewebe in Parafin eingegossen und bei Raumtemperatur gelagert. Fur die

Farbungen wurden 3um dicke serielle Schnitte mit einem Microtom angefertigt und
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auf Superfrost Objektrager aufgezogen. Zur morphologischen Analyse wurden die
Schnitte mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Hierfir wurden die Schnitte mit
Histoclear zweimal 15 Minuten lang entparafinisiert. AnschlieBend folgte eine
Ethanolreihe mit absteigenden Konzentrationen (100%, 96% und 80%). Die Schnitte
wurden in jeder Alkoholkonzentration je zwei Mal drei Minuten inkubiert. Dann
wurden die Schnitte in destilliertes Wasser uberfuhrt und anschlieend fur eine
Minute in Hamatoxylin gefarbt. Nach diesem Farbeschritt wurden die Schnitte fur 5
Minuten mit fliessendem Wasser gespult, bis keine Farbwolken mehr abwaschbar
waren. Dann erfolgte die Farbung in Eosin fur 30 Sekunden mit anschliessender
Inkubation in destillietem Wasser und einer aufsteigenden Ethanolreihe. Zuletzt
wurden die Schnitte 2 mal 5 Minuten in Histoclear gereinigt. Dann wurden sie mithilfe
von Pertex Mounting Medium und Deckglaschen eingebettet. Fur die
Immunhistochemie wurden die Schnitte wie oben beschrieben entparafinisiert und
rehydriert. Um die Antigene nach der Fixierung wieder freizulegen wurden die
Schnitte in Unmasking Losung in einer Mikrowelle fur 10 Minuten bei 600 Watt
gekocht. Dann wurden die Schnitte fur weitere 45 Minuten zum Abkuhlen in der
Pufferlosung belassen. Die Schnitte wurden dann in destilliertes Wasser transferiert
und anschlieBend mit 3% H2O, fur 15 Minuten lichtgeschitz geblockt. Danach
wurden die Schnitte einmal mit destilliertem Wasser und zweimal mit PBS fur je drei
Minuten gewaschen. Als nachstes wurde das Gewebe mit 5% Ziegenserum in PBS
mit Avidin fur 15 Minuten geblockt. Nach einem erneuten Waschritt in PBS wurde mit
5% Ziegenserum-PBS Losung mit Biotin fur 15 Minuten geblockt. Dann wurden die
Schnitte erneut in PBS gewaschen und mit dem spezifischen Erstantikdrper in
verschiedenen Verdunnungen (1:100, E-cadherin; 1:100, CK-19 [TROMAIII]; 1:30,

Snail [ab17732]) in 5% Ziegenserum-PBS Losung uUber Nacht bei 4 Grad inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurden die Schnitte 3 Mal mit PBS gewaschen und es
folgte die Inkubation mit einem biotinylierten Zweitantikbrper fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur. Erneut wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und dann fur 30
Minuten in ABC-L6sung inkubiert. Anschliessend wurden die Schnitte wieder 3 Mal
mit PBS gewaschen. Die Farbreaktion des Zweitantikorpers wurde mit DAB L6sung
unter Sicht unter einem Mikroskop durchgefuhrt. Die Reaktion wurde mit destilliertem
Wasser gestoppt. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin wie oben beschrieben.
Fir die immunzytochemische Detektion von E-cadherin in den Zelllinien TD-25¢FF-fue
™A 'P1 und P2 wurden Zellen in einer Dichte von 2 x 10° pro Well einer 6-Well
Platte ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol fur 15
Minuten fixiert und permeabilisiert. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit einem Antikorper gegen E-cadherin in einer Verdinnung von 1:100 in 5% BSA-
PBS fur 2 Stunden bei 37 Grad inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde
ein Alexa555 fluoreszenzmarkierter Zweitantikorper in einer Verdunnung von 1:500
in 5% BSA-PBS fur eine Stunde zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann
erneut mit PBS gewaschen und die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Die
mikroskopische Analyse wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefuhrt. Die

emittierte Fluoreszenz wurde mit einem Zeiss Kamerasystem aufgenommen. Die

Bildanalyse erfolgte mit der AxioVision 4.3 Software.

2.2.20 Datenanalyse
Die verschiedenen Datensatze wurden mittels Varianzanalysen, Student’s t-Test
oder Mann-Whitney Rank Sum Test miteinander verglichen (Graph Pad Prism

Software). Bei der Anwendung von Multiplen Tests, wurde eine Korrektur des p-
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Werts nach Bonferroni vorgenommen. Die Metastasierungsfrequenzen wurde mittels
Fisher Exact Test verglichen. Hierfur wurde StatXact-4.0.1 software benutzt. Ein p-

Wert von p<0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1. In vivo Selektion von Pankreaskarzinomzellen mit hohem
Lungenmetastasierungspotential

Um biologische Prozesse, die im Rahmen des Metastasierungsprozesses von
Pankreaskarzinomzellen eine wichtige Rolle spielen, zu identifizieren und sukzessiv
zu analysieren, wurde ein neu etabliertes in vivo Selektionsmodell benutzt (Abb. 2).
Die murine Pankreaskarzinomzelllinie TD-25CFPUc™VA  wurde aufgrund der
Eigenschaft, dass sie in vivo ein geringes Metastasierungspotential aufweist, als
Modellzelllinie ausgewahlt. Um hochgradig metastasierende Subzelllinien der
parentalen TD-25C¢7PMueTVA Zglllinie zu generieren, wurde die Ausgangszelllinie in die
Schwanzvene von Nacktmausen injiziert und der Metastasierungsprozess in die
Lunge longitudinal mittels in vivo Biolumineszenzbildgebung (BLI) Uberwacht (Abb.
2). Sobald Metastasen in der Bildgebung sichtbar wurden und/oder sich der klinische
Zustand der Maus verschlechterte, wurden die Mause getotet. Die in der
Biolumineszenzbildgebung detektierten Metastasen wurden mittels fluoreszenz-
gestutzter stereomikroskopischer Detektion der EGFP Expression der Zellen
verifiziert. Dann wurden die Tumorzellen aus den Metastasen isoliert und als
Einzelzellsuspension in Kultur gebracht. Die isolierten Zellen konnten aufgrund des
von ihnen exprimierten Neomycin-Geneticin-Resistenzgens (Aminoglykosid-
Phosphotransferase) mit Hilfe von Geneticin in vitro von mauseigenen Zellen wie
Fibroblasten und Zellen des Lungenparenchyms gereinigt werden. Auf diese Weise
konnte die Subzellinie P-1 aus der parentalen TD-25¢7P4<TVA generiert werden. P-1
Zellen wurden dann erneut in weitere Nacktmause injiziert, um Subzelllinien (P-2)
aus den entstandenen Lungenmetastasen zu isolieren, und um gleichzeitig das

Lungenmetastasierungspotential der P-1 Zellen zu untersuchen. Die Morphologie der
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parentalen TD-2EC¢FPHucTVA  Zgjllinie und der Subzelllinien P-1 und P-2, und das
Ausmass der Lungenmetastasierung wurden histologisch mittels Hamatoxylin und

Eosin (H&E) Farbungen von seriellen Schnitten analysiert (Abb. 2 und Tabelle 13).

A Selektionsprozess
(Uberwacht mittels BLI und FLI)

LY.

. i A /
intravenose \(\\e‘@‘\o ,~ emten von Lungen-
Injektion metastasen
7 — /
& — s
TD-2EGFP-iLuc-TVA Kultivierung von Histologie
Zellen metastatischen

Sub-Zelllinien

Abbildung 2: In vivo Selektion von TD-2E¢FP-LueTVA papkreaskarzinomzellen

(A) In vivo Selektionsmodel fur die Lungenmetastasierung: die murine Pankreas-
karzinomzelllinie TD-28CFPue™VA \yelche die Reportergene ,enhanced green
fluorescent protein’ (EGFP) und firefly luciferase’ (fLuc) sowie den aviaren ,tumor
virus A’ Rezeptor (TVA) exprimieren, wurden intravends in die Schwanzvene von
Nacktmausen injiziert. Entstandene Lungenmetastasen wurden anschlie3end isoliert
und mit Selektionsmedium kultiviert um Subzelllinien der Ausgangszelllinie zu
generieren. Diese Subzelllinien wurden in die Schwanzvenen von Nacktmausen re-
injiziert, um durch den Prozess der in vivo Selektion Subzelllinien mit hochgradigem
Lungenmetastasierungspotential zu generieren. (B-D) Uberwachung des
Metastasierungsprozesses in vivo mittels Biolumineszenzbildgebung (BLI) und ex
vivo mittels Fluoreszenzblldg\ebung (FLI). (B) Stabile Expression von ‘firefly
luciferase’ in TD-2ECFPHUTVA Zellen erlaubt die longitudinale Uberwachung des
Metastasierungsprozesses in vivo mittels BLI. EC und D) Makroskopischer Aspekt der
Lungenmetastasen von Mausen, die mit TD-25CFP VA Zgllen injiziert wurden. Die
EGFP  Expression der  TD-2FCFPHucTVA  Metastasen  wurde — mittels
Fluoreszenzbildgebung unter einem Stereomikroskop visualisiert. Ein Weillichtbild
(C) und ein korrespondierendes Fluoreszenzbild der Lungenmetastasen wurden
Ubereinander projiziert (D). (E) Histologische Verifikation der Lungenmetastasen
mittels H&E-Farbung an Paraffinschnitten der Lungen von Nacktmausen, die mit TD-
QECFPLuc-TVA Zallen injiziert wurden.

M3use die mit der Ausgangszelllinie TD-25¢F-ueTVA

injiziert wurden, entwickelten
lediglich in 14% der Falle Lungenmetastasen (2 von 14 Tieren; siehe Tabelle 13).
Dagegen wiesen die Subzelllinien P-1 und P-2 ein signifikant hoheres

Metastasierungspotential auf. Die Subzelllinie P-1 metastasierte in 60 % der
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injizierten Tiere in die Lungen und 100% der Tiere, die mit der P-2 Zelllinie injiziert
wurden, entwickelten Lungenmetastasen (Tabelle 13; P<0.001, P-2 vs. TD-2F¢FP-uc-
A berechnet mit Fisher's Exact Test).

Somit konnten mit Hilfe des von uns implementierten in vivo Selektionsmodells, aus
einer murinen Pankreaskarzinomzelllinie mit niedrigem Lungenmetastasierungs-
potential, Subzelllinien generiert werden, welche ein hohes Lungenmetastasierungs-
potential aufweisen.

Tabelle 13: Lungenmetastasierungspotential von parentalen TD-25¢FP-fLuc-TVA

und in vivo selektionierten P-1 und P-2 Pankreaskarzinomzellen

Zelllinie Tumorigenitat Lungenmetastasierung
TD-25CFPLuc-TVA 14/14 2/14

P-1 5/5 3/5

P-2 10/10 10/10**

Die Versuchstiere wurden 120 Tage nach intravendser Injektion der parentalen TD-
QFCFPLucTVA oder der in vivo selektionierten P-1 oder P-2 Zelllinien analysiert.
Metastasen wurden mittels in vivo Biolumineszenzbildgebung, ex vivo
Fluoreszenzbildgebung und histopathologischer Analyse identifiziert. Der Vergleich
des Lungenmetastasierungspotentials zwischen der parentalen TD-25¢FPHueTVA ng
der P-2 Zelllinie wurde mit dem Fisher’'s Exact Test durchgefuhrt (**<0.001,
verglichen mit TD-2FCFP-LucTVA)

3.2. Die metastatischen Subzelllinien P-1 und P-2 durchlaufen eine Epitheliale-
Mesenchymale Transition (EMT)

Die isolierten metastatischen Subzelllinien zeigen deutliche morphologische
Verdnderungen gegeniiber der TD-2FC¢FPHucTVA Aysgangszelllinie. TD-2FCFP-hucTVA
Zellen weisen einen epithelialen Phanotyp auf, wohingegen die hochgradig

metastatischen Subzelllinien P-1 und P-2 einen mesenchymalen Phanotyp
38



aufweisen (Abb. 3A). So zeigen TD-2FCFPMUCTVA Zallen jn vitro ein typisches
epitheliales Wachstumsmuster mit engen Zell-Zell Kontakten und einschichtigen
epithelialen Kolonien. Zellen der Subzelllinien P-1 und P-2 weisen keine solche
Adhasionen zwischen den einzelnen Zellen auf und wachsen in der Mehrzahl als
einzelne Zellen, bzw. in irregularen, teilweise mehrschichtigen Formationen.
Zusatzlich zeigen die Subzelllinien im Gegensatz zu den kubischen epithelialen
Zellen der Ausgangszelllinie eine elongierte fibroblastenahnliche mesenchymale
Morphologie. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass es wahrend des in vivo
Selektionsprozesses zu einer Epithelialen-Mesenchymalen Transition (EMT)
gekommen ist (Abb. 3A). Die beobachteten morphologischen Veranderungen
spiegelten sich auch in den globalen Genexpressionsprofilen der verschiedenen
Zelllinien wider. Die Subzelllinie P-2 zeigte im Vergleich zur Ausgangszelllinie eine
vermehrte Expression etablierter mesenchymaler Markergene und gleichzeitig eine
Herabregulierung bekannter epithelialer Marker (Tabelle 14).

Zusammen genommen unterstitzen diese Beobachtungen die Hypothese, dass das
erhohte Metastasierungspotential der Subzelllinien die Folge einer Epithelialen-
Mesenchymalen Transition ist, welche wahrend des in vivo Selektionprozesses

aufgetreten ist.
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Abbildung 3: Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und Verlust der E-
cadherin Expression in den metastatischen TD-2EC¢FP-LucTVA gypzelllinien P-1
und P-2

(A) Oben: Phasenkontrastbilder von kultivierten parentalen TD-2FCFPucTVA Zgjjen
(linkes Bild; epithelialer Phanotyp) und in vivo selektionierten metastatischen P-2
Zellen (rechtes Bild; mesenchymaler Phanotyp). Unten: Immunzytochemie der E-
cadherin Expression. Die Fluoreszenzbilder zeigen eine detektierbare E-cadherin
Expression (rot) nur in parentalen TD-25CFPUTVA Zellen, nicht aber in Zellen der
metastatischen Subzelllinie P-2. (B) Western blot Analyse der E-cadherin Expression
in TD-2FC¢FPLueTVA "p_1 und P-2 Zellen. Um die gleiche Proteinladung aller Proben
sicherzustellen, wurden die Membranen mit einem spezifischen Antikorper gegen §-
Aktin inkubiert. (C,D) Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der E-cadherin (C) und
Snail (D) mRNA Expression. Gesamt-RNA wurde aus TD-25¢FPueTVA 'p_q ynd P-2
Zellen isoliert. Die E-cadherin und Snail mRNA Expression wurde mittels Echtzeit
RT-PCR mit Standardkurven fur die entsprechenden Gene ermittelt und gegen die
MRNA Expression des global exprimierten und nicht regulierten ,housekeeping®
Gens Cyclophilin aus der gleichen RNA Praparation normalisiert. Die gezeigten
Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert mit Standardabweichung (+ S.D) von drei
unabhangigen Experimenten.
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Tabelle 14: Differentiell exprimierte Gene in parentalen TD-25¢FucTVA ynd jn
vivo selektionierten metastatischen P-2 Zellen (P-2 vs. TD-2FCFP-fLuc-TVA)

. . x-fache
epithelialer vs. Verinderun
Acc. No. Gensymbol Genname mesenchymaler 9
(P-2 vs TD-
Marker 2EGFP-fLuc-TVA)
Hochreguliert
NM_007743 COL1A2 procollagen, type |, alpha 2 mesenchymal 33
NM_153138 WASPIP Wiskott-Aldrich syndrome mesenchymal 10
protein interacting protein
NM_011658 TWISTA twist gene homolog 1 mesenchymal 4.2
(Drosophila)
NM_019724 MMP16 matrix-metalloproteinase 16 mesenchymal 3.1
NM_023118 DAB2 disabled homolog 2 mesenchymal 29
(Drosophila)
NM_007993 FBN1 fibrillin 1 mesenchymal 21
NM_010233 Fn1 fibronectin 1 mesenchymal 1.7
NM_009263 SPP1 secreted phosphoprotein 1 mesenchymal 1.7
NM_019724 SNAI1 snail homolog 1 (drosophila) mesenchymal 1.6
Herabreguliert
NM_009864 CDH1 cadherin 1 (E-cadherin) epithelial -10
NM_016773 NUCB2 nucleobindin 2 epithelial -5.1
NM_172647 F11R F11 receptor epithelial -4.9
NM_008770 CLDN11 claudin 11 epithelial -4.2
NM_008471 KRT1-19 '1“;“"“” complex , acidic, gene o i ojial 23.0
XM_484245 DSP desmoplakin epithelial -24
NM_010593 JUP junction plakoglobin epithelial -2.0

Aus TD-2FCFPLUcTVA nd P-2 Zellen wurde RNA isoliert, prozessiert und mit dem
GeneChip Mouse Genome 430 2.0 array (Affymetrix) hybridisiert. Differentiell
exprimierte Gene sind in der Tabelle aufgelistet. Die Daten zeigen die x-fache
Anderung des Expressionswertes des entsprechenden Gens in P-2 Zellen in
Relation zu dem Expressionswert in der Ausgangszelllinie.

3.3. Die metastatischen Subzellinien P-1 und P-2 sind durch den Verlust des
Adhasionsproteins E-cadherin charakterisiert

Das Genexpressionsprofil der Subzelllinie P-2 zeigt eine deutliche Herabregulierung

des epithelialen Markers E-cadherin verglichen mit der Ausgangszelllinie (Tabelle
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14). Der Verlust der Expression von E-cadherin stellt einen wichtigen Schritt bei der
Epithelialen-Mesenchymalen Transition dar (Zavadil, Haley, et al. 2008). Da dieser
Prozess mit einem gesteigerten Metastasierungspotential assoziiert ist, und die
Regulation von E-cadherin im PDA weitgehend unklar ist, haben wir die Subzellinien
P-1 und P-2 zusammen mit der Ausgangszelllinie TD-25¢FF 1 TVA 315 Modellsystem

TD-2ECFP-Luc-TVA Zellen konnten sowohl hohe mRNA

verwendet. In
Expressionsspiegel, als auch Proteinmengen von E-cadherin nachgewiesen werden
(Abb. 3B, C). Im Gegensatz dazu zeigten P-1 Zellen eine verminderte und P-2 Zellen
einen kompletten Verlust der E-cadherin Expression (Abb. 3B, C). Mittels
Immunzytochemie konnte der E-cadherin Expressionsverlust in der Subzelllinie P-2
auf Proteinebene verifiziert werden. Gleichzeitig konnten wir zeigen, dass E-cadherin
in den Zellen der Ausgangszelllinie TD-25CFPUTVA gine regelrechte Lokalisation an
interzellularen Kontakstellen aufweist. Dies spricht fur eine regelrechte Funktion des
Adhésionsproteins in den TD-2FC¢FP1ueTVA Zajlen (Abbildung 3 A). Parallel zur
Herabregulierung der E-cadherin Expression in den Subzelllinien zeigte sich in den
globalen Genexpressionsprofilen eine vermehrte Expression des bekannten E-
cadherin Repressors Snail (Lin, Dong, et al. 2013). Dies konnte auf mRNA Ebene
mittels quantitativer Echtzeit RT-PCR validiert werden (Abb. 3D). Hier konnte eine
3,5 fache Induktion der Expression von Snail in den P-1 Zellen und eine 6 fache
Induktion in P-2 Zellen gegenuber der Ausgangszelllinie detektiert werden. Da Zellen
der Subzelllinie P-2 durch einen kompletten Verlust der E-cadherin Expression

charakterisiert sind, sprechen diese Beobachtungen fur einen gendosisabhangingen

Effekt von Snail bei der Repression des E-cadherin (CDH1) Gens (Abb. 3).
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3.4. Die Inhibition von Histondeacetylasen fuhrt zu einer Reaktivierung der E-
cadherin Expression

Neben der transkriptionellen Repression durch einen Transkriptionsfaktor stellt die
epigentische Modifikation des CDH7 Gens einen potentiellen Mechanismus der
Repression dar. Um dies in unserem Modellsystem zu untersuchen, haben wir zwei
wesentliche Mechanismen der epigenetischen Modifikation, namlich die Repression
der Genexpression durch die Methylierung von CpG Sequenzen im Bereich des
Genpromotors und die Deacetylierung durch Histondeacetylasen (HDACs) naher
untersucht (McCleary-Wheeler, Lomberk, et al. 2013). Histondeacetylasen wurden
durch die Behandlung der Zelllinien mit Trichostatin A (TsA) inhibiert. Eine globale
Demethylierung wurde durch die Behandlung der Zellen mit 5'-Aza-2'-deoxycytidine
(5-Aza) herbeigefuhrt. Hier zeigte sich, dass die Behandlung der Subzelllinien mit
TsA zu einer Reexpression von E-cadherin fuhrte. Dieser Effekt war dosisabhangig,
wobei eine hohere Konzentration von TsA zu einer starkeren Reexpression von E-
cadherin fuhrte. Der beobachtete Effekt konnte nicht durch eine Behandlung der
Zellen mit DMSO, das als Losungsmittel von TsA dient, herbeigefuhrt werden (Abb
4A, B). Im Gegensatz zu TsA fuhrte die Behandlung der Subzelllinien mit dem
Demethylierungsagens 5-Aza nicht zu einer Reexpression von E-cadherin (Abb. 4B).
Diese Daten sprechen fur eine kausale Rolle der Histondeacetylasen bei der
Repression des Cdh1 Gens in unserem Modellsystem. Veranderungen der
Methylierung des Cdh1 Gens hingegen scheinen in unserem Modellsystem keinen

wesentlichen Einfluss zu haben.
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Abbildung 4: Epigenetische Repression der E-cadherin Expression durch
Histondeacetylasen (HDACs) in den metastatischen P-1 und P-2 Zellen

(A) P-1 und P-2 Zellen wurden fur 24 Stunden mit dem HDAC Inhibitor Trichostatin A
(TsA; 0.3uM) oder DMSO als Kontrolle (ctrl) behandelt. Die E-cadherin mRNA
Expression wurde mittels Echtzeit gRT-PCR quantifiziert und gegen das
,housekeeping“ Gen Cyclophilin normalisiert. Die gezeigten Ergebnisse entsprechen
dem Mittelwert mit Standardabweichung (+ S.D) dreier unabhangiger Experimente.
(Student’s t-Test: **P<0.001, TsA vs. Kontrolle). (B) Western Blot Analyse der E-
cadherin Expression in parentalen TD-25¢"P™cTVA (oben), und den metastatischen
P-1 (mitte) und P-2 (unten) Subzelllinien nach der Behandlung mit 0.1uM und 0.3uM
TsA fur 24 Stunden oder dem Demethylierungsagens 5'-Aza-2'-deoxycytidin (5-Aza;
1uM) far 48 oder 96 Stunden. Unbehandelte und DMSO behandelte Zellen wurden
als Kontrollen benutzt. Die Membranen wurden mit Strippingpuffer behandelt und als
Ladungskontrolle mit einem spezifischen Antikdrper gegen p-actin inkubiert.

3.5. Ein Snail/lHDAC1/HDAC2 Repressorkomplex reprimiert die E-cadherin
Expression in den metastatischen Subzelllinien

Um die transkriptionelle Regulation des E-cadherin Gens genauer zu untersuchen,
fuhrten wir Chromatin Immunprazipitationen (ChlP) durch. Als Ausdruck einer
starken Expression des Cdh1 Gens und passend zu den Ergebnissen der
Westernblot Analysen konnte in der Ausgangszelllinie TD-25C¢FP1UeTVA gine starke
Bindung der RNA Polymerase Il an den Promotor des Cdh1 Gens gezeigt werden

(Abb. 5A). In den metastatischen Subzelllinien P-1 und P-2, in denen die E-cadherin

Expression reprimiert ist, zeigte sich wie erwartet keine Bindung von RNA
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Polymerase Il an den Cdh1 Promotor. Stattdessen konnte in den Zellen der
metastatischen Subzelllinien P-1 und P-2 eine Bindung des transkriptionellen
Repressor Snail an den Cdh1 Promotor nachgewiesen werden (Abb. 5A). Passend
zu den durchgefuhrten Genexpressionsstudien korrelierten die Mengen an
gebundenem Snail Protein sehr gut mit dem mRNA Expressionsniveau in TD-25¢F"-
flue-TVA 'P_1 und P-2 Zellen (Abb. 5A und 3D). Desweiteren zeigte sich in den ChIP
Experimenten, dass die Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2, nicht jedoch
HDAC3 und mSin3a in den metastatischen Subzellinien P-1 und P-2 spezifisch an
den Cdh1 Promoter rekrutiert werden und dort binden. Entsprechend weist das
epigenetische Acetylierungsmuster von Histon 4 des Cdh1 Promotors in den
parentalen TD-2ECFPLUeTVA  Zollen eine transkriptions-permissive Struktur des
Chromatins auf (offenes Chromatin). Im Falle der Subzelllinien P-1 und P-2 zeigt sich
hier das Bild von transkriptionell inaktivem Hetereochromatin (Abb. 5A). Um den
repressiven Charakter der Bindung von HDAC1 und HDAC2 an den Cdh1 Promotor
in den metastatischen Subzelllinien zu zeigen, wurden die Zellen mit TsA behandelt
und dann erneut mittels ChlIP untersucht. Passend zu unserer Hypothese fuhrte eine
Inhibition der HDAC Aktivitat zu einer Induktion der Bindung von RNA Polymerase |l
an den Cdh1 Promotor in den metastatischen Subzelllinien (Abb. 5A). Gleichzeitig
zeigte sich eine Dissoziation der HDACs vom Cdh1 Promotor nach TsA Behandlung
(Abb. 5A). Eine solche TsA induzierte Dissoziation von HDACs von ihrem
Zielpromotor wurde in mehreren Zelllinien beschrieben und ist wahrscheinlich
Ausdruck einer vermehrten nuklearen Mobilitdt nach TsA Behandlung (Gialitakis,
Kretsovali, et al. 2006); (Kato, Tanaka, et al. 2007). Die beschriebenen
regulatorischen Mechanismen sind spezifisch fur den Cdh1 Promotor und wurden

nicht am Albumin Promotor gesehen, welcher als Negativkontrolle benutzt wurde
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(Abb. 5A). Diese Beobachtungen legen nahe, dass die epigenetische Modifikation
des Cdh1 Promotors durch eine Snail vermittelte Rekrutierung von HDAC1 und
HDAC2 eine wichtige Rolle bei der Repression des Cdh1 Gens in den

metastatischen Subzelllinien spielt.
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Abbildung 5: Bindung eines SnaillHDAC1/HADAC2 Repressorkomplexes an
den basalen E-cadherin Promotor in den metastatischen Subzelllinien P1 und
P2

(A) Chromatin Immunprazipitationsanalyse (ChlP) des proximalen E-cadherin (Cdh1)
Promotors und des Albumin Promotors (Kontrolle). Chromatin von TD-25CFP-hucTVA
P-1 oder P-2 Zellen welche fur 24 Stunden mit DMSO (Kontrolle; linke Spalte) oder
fur die gleiche Zeit mit 0,3uM TsA (rechte Spalte) behandelt wurden, wurde mit
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spezifischen Antikdrpern gegen RNA-polymerase II, Snail, HDAC1, HDAC2, HDACS3,
acetyliertes Histon 4, und mSin3A immunprazipitiert. Eine Prazipitation mit einem IgG
Antikorper diente als Negativkontrolle. Die prazipitierte DNA oder 10% des
Chromatins als Input wurden mit spezifischen Primern fur den proximalen Teil des
Cdh1 Promotors und des Albumin Promotors amplifiziert. (B) Co-Immunprazipitation
von Snail, HDAC1, HDAC2, und mSin3A mit spezifschen Antikérpern in TD-25¢P-buc-
™A P.1, und P-2 Zellen. Das prazipitierte Protein wurde dann mittels Western Blot
analysiert, wobei ein Prozent des prazipitierten Proteins als Input Kontrolle
verwendet wurde. Diese Experimente wurden von Herrn Dr. von Burstin in
Philadelphia, USA durchgefuhrt. (C) Avidin-biotin-complex-DNA binding Assay mit
doppelstrangigen 5' biotinylierten Oligonukleotiden, welche die Sequenzen der E-
Box1 und E-Box2 des proximalen Cdh1 Promotors enthalten.. Ganzzellextrakte von
TD-2FCFPAueVA P4 und P-2 Zellen wurden mit den entsprechenden
Oligonukleotiden inkubiert und das gebundene Protein wurde mittels Westernblott mit
einem Antikorper gegen Snail detektiert. 10 Prozent der Ganzzellextrakte wurden als
Inputkontrolle benutzt.

3.6 Der RNAi vermittelte Knockdown von Snail und HDAC2 induziert die
Reexpression von E-cadherin in den metastatischen P-2 Zellen

Um den Beitrag von Snail und HDAC2 bei der Repression des Cdh1 Gens in P-2
Zellen funktionell zu analysieren, transfizierten wir P-2 Zellen mit spezifischen
siRNAs gegen Snail und HDAC2. 48 Stunden nach der Transfektion wiesen die mit
den spezifischen siRNAs transfizierten P-2 Zellen eine deutlich verminderte Snail
und HDAC2 Expression auf (Abb. 6A, C). Die Depletion von Snail fuhrte zu einer 4,5
fachen Induktion der E-cadherin Expression im Vergleich zu Kontroll siRNA
behandelten P-2 Zellen. HDAC2 depletierte Zellen zeigten eine 2 fach erhohte E-
cadherin mRNA Expression gegenuber den Kontroll-transfizierten Zellen (Abb. 6B,
D). Diese Beobachtungen validieren die Repressorfunktion von Snail und HDAC2

gegenuber des Cdh1 Gens in unserem Model der Lungenmetastasierung.
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Abbildung 6: Der RNAi vermittelte ‘Knockdown’ von Snail oder HDAC2
induziert die E-cadherin mRNA Expression in metastatischen P-2 Zellen

(A) Snail mRNA Expression in P-2 Zellen, welche mit Snail- oder Kontroll-siRNAs
(Kontrolle) transfiziert wurden. Die Snail mRNA Expression wurde 48 Stunden nach
der Transfektion mittels Echtzeit gqRT-PCR ermittelt und gegen die Cyclophilin mRNA
Expression normalisiert. (B) E-cadherin mRNA Expression in P-2 Zellen die mit
Snail- oder Kontroll-siRNAs (Kontrolle) transfiziert wurden. Die E-cadherin mRNA
Expression wurde 48 Stunden nach der Transfektion mittels Echtzeit qRT-PCR
ermittelt und gegen die Cyclophilin Expression normalisiert. (C) HDAC2 mRNA
Expression in P-2 Zellen, welche mit siRNAs gegen HDAC2 oder Kontroll-siRNAs
(Kontrolle) transfiziert wurden. Die HDAC2 mRNA Expression wurde 48 Stunden
nach der Transfektion mittels Echtzeit gqRT-PCR ermittelt und gegen die Cyclophilin
Expression normalisiert. (D) E-cadherin mRNA Expression in P-2 Zellen die mit
HDAC2- oder Kontroll-siRNA (Kontrolle) transfiziert wurden. Die E-cadherin
Expression wurde 48 Stunden nach der Transfektion mittels Echtzeit qRT-PCR
ermittelt und gegen die Cyclophilin Expression normalisiert. Die gezeigten
Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert mit Standardabweichung (+ S.D) von drei
unabhangigen Experimenten.
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3.7 Die genetische Inaktivierung von E-cadherin in parentalen TD-2FCFP-fluc-TVA
Zellen induziert eine EMT in vitro und erhoht die Lungenmetastasierung in vivo
Um den funktionellen Beitrag des E-cadherin Verlustes zur EMT und zum
Metastasierungsprozess zu zeigen, transduzierten wir parentale TD-2FCFP-fuc-TVA
Zellen mit einem dominant-negativen-E-cadherin (dn-E-cad) (Dahl, Sjodin, et al.
1996) oder mit lacZ als Kontrolle. Fur die Transduktion der TVA exprimierenden TD-
2FCFPALUCTVA Zallen wurde das RCAS-TVA Gentransfersystem und avidre retrovirale
Vektoren mit einer Expressionskassette fur ein dominant-negatives-E-cadherin
Protein oder einer Lac-Z Expressionskassette verwendet (Orsulic 2002), (Seidler,
Schmidt, et al. 2008). Die Expression des dominant-negativen-E-cadherins fuhrte in
den parentalen TD-25CFP1UTVA  7allen zu einer Destabilisierung und konsekutiven
Degradation des funktionellen endogenen E-cadherin Proteins (Abb. 7A) (Dahl,
Sjodin, et al. 1996). Passend zu einer kausalen Rolle von E-cadherin in der
Beibehaltung des epithelialen Phanotyps von TD-25CFPUeTVA Zgllen, zeigten die mit
dn-E-cad transduzierten Zellen einen Verlust der ursprunglichen epithelialen
Morphologie mit einer Transition zu einem mesenchymalen Phanotyp. Dies wurde in

den lacZ transduzierten TD-25¢FPLueTVA Kontrollen nicht beobachtet (Abb. 7B).
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Abbildung 7: Inaktivierung von E-cadherin in parentalen TD-2ECFP-LucTVA Zgjjen
induziert EMT und Lungenmetastasierung in vivo

Parentale TD-25C¢FP1ueTVA Zallen wurden mit dem retroviralen Vektor RCASBP(A)-
dominant-negatives-E-cadherin (dn-E-cad) oder dem Kontrollvektor RCASBP(A)-lacZ
transduziert. Anschlieend wurden die Zellen in die Schwanzvene von Nacktmausen
injiziert um das Potential der transduzierten Zellen zur Lungenmetastasierung zu
evaluieren. (A) Western Blot der endogenen E-cadherin- und dn-E-cad
Proteinexpression von TD-2FCFPUcTVA Zallen welche mit RCASBP(A)-lacZ oder
RCASBP(A)-dn-E-cad Vektoren transduziert wurden (links, mitte), bzw. von
RCASBP(A)-dn-E-cad (P-1) Zellen welche nach Injektion in die Schwanzvene einer
Nacktmaus aus einer Lungenmetastase isoliert wurde (rechts). Die Membranen
wurden mit Strippingpuffer behandelt und als Ladungskontrolle mit einem
spezifischen Antikorper gegen B-actin inkubiert. (B) Hellbilder von RCASBP(A)-lacZ
infizierten TD-25CFPHueTVA Zellen (Kontrolle; linker Bildausschnitt:  epithelialer
Phanotyp) und RCASBP(A)-dn-E-cad infizierten TD-2FC¢FPuc™VA 7Zgllen (rechter
Bildausschnitt: mesenchymaler Phanotyp). (C) Zelllinien aus Lungenmetastasen von
Nacktmausen in die RCASBP(A)-dn-E-cad transduzierte TD-2FCFPHucTVA 7Zgjlen
injiiziert wurden, weisen weiterhin einen mesenchymalen Phanotyp auf.

Zusatzlich konnten wir zeigen, dass das Lungenmetastasierungspotential der dn-E-
cad exprimierenden TD-25CFP1UeTVA  7Zallen im Vergleich zu den parentalen TD-
2FCFPALUcTVA Zellen signifikant erhdht war (Tabelle 15).

Im Gegensatz zu den parentalen TD-25CFPUeTVA Zallen, welche nach intravendser

Injektion nur in 10% der Mause Lungenmetastasen ausbildeten, kam es in 66% der

Mause, welche mit dn-E-cadherin exprimierenden TD-2FCFPHucTVA - 7Zellen injiziert
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wurden, zu detektierbaren Lungenmetastasen (Tabelle 13, P<0.05; Fisher's Exact
Test). Darlber hinaus konnten wir beobachten, dass aus Lungenmetastasen isolierte

TD-2ECFPLuc-TVA  Zallen  den  induzierten

dn-E-cadherin exprimierende
mesenchymalen Phanotyp beibehielten und morphologisch P-2 Zellen stark ahneln
(Abb. 7A, C). Diese Daten zeigen, dass E-cadherin eine essentielle Rolle bei dem
Prozess der EMT spielt und dass die Herabregulierung von E-cadherin das

Metastasierungspotential von TD-25CFPUTVA Zgllen in vivo signifikant steigert.

Tabelle 15: Die Expression eines dominant-negativen-E-cadherin (dn-E-cad)
Proteins in parentalen TD-25¢FPucT™VA pankreaskarzinomzellen erhoht das
Potential der Lungenmetastasierung in vivo signifikant

Zelllinie Tumorigenitat Lungenmetastasierung

TD-2ECFP-Luc-TVA 10/10 1/10

TD_ZEGFP-fLuc-TVA

+ RCASBP(A)-dn-E-cadherin 6/6 4/6

Parentale TD-25CPUcTVA Zgllen wurden mit mit einem viralen Expressionsvektor fiir
dominant-negatives E-cadherin (RCASBP(A)-dn-E-cad) transduziert. Anschlie3end
wurden diese Zellen in die Schwanzvene von Nacktmausen injiziert um ihr
metastastisches Potential zu evaluieren. Die Mause wurden spatestens 120 Tage
nach der Injektion analysiert. Metastasen wurden mittels in vivo Biolumineszenz
Bildgebung (BLI) und histopathologischer Analyse identifiziert. Der Vergleich des
Lungenmetastasierungspotentials zwischen den beiden Gruppen wurde mit Hilfe des
Fisher’'s Exakt Tests durchgefiihrt (*P<0.05, verglichen mit TD-2FCFPLucTVA)

3.8 Murine metastatische Pankreaskarzinomzelllinien mit einer mesenchymalen
Morphologie weisen ein mesenchymales Genexpressionsprofil auf
In den globalen Genexpressionsprofilen isolierter muriner Pankreaskarzinomzelllinien

konnen Zeichen einer stattgehabten EMT identifiziert werden. Alle untersuchten

murine Pankreaskarzinomzelllinien, welche in vitro eine mesenchymale Morphologie
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aufweisen, zeigen im Vergleich zu Pankreaskarzinomzelllinien mit einem epithelialen
Phanotyp eine Herabregulation von E-cadherin. (Abb. 8A, B). Zusatzlich weisen
diese Zellen weitere EMT typische Veranderungen in ihren Genexpressionsprofilen
auf. Es finden sich Veranderungen in der Expression von Genen der vier etablierten
Kategorien der EMT Marker (Zelloberflachenproteine, Zytoskeletproteine, Proteine
der extrazellularen Matrix und Transkriptionsfaktoren) (Zeisberg und Neilson 2009)
(Abb. 8 A). In der Kategorie der Zelloberflachenproteine zeigt sich eine 50 fache
Herabregulation von E-cadherin und zugleich eine 3,5 bzw 60 fache Uberexpression
der mesenchymalen Cadherine N-Cadherin (neuronales Cadherin) und OB-cadherin
(osteoblasten Cadherin) (Kaur, Phillips-Mason, et al. 2012). Anhand der
Expressionslevel dieser drei Gene, kdnnen murine Pankreaskarzinomzelllinien mit
einer epithelialen Morphologie in vitro eindeutig von denen mit einer mesenchymalen

Morphologie unterschieden werden (Abb. 8 B).
A = Firobast B
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Abbildung 8: Globale Genexpressionsanalysen muriner mesenchymaler und
epithelialer Pankreaskarzinomzelllinien
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Isolierte, niedrig passagierte murine Pankreaskarzinomzelllinien mit einer
klassischen epithelialen Morphologie, einem intermediaren bzw. einem
mesenchymalen  Phanotyp sowie murine Fibroblasten wurden mittels
Microarrayanalysen untersucht. (A) Mittels hierachischer Clusteranalyse konnen
epitheliale und mesenchymale Pankreaskarzinomzelllinien unterschieden werden. Es
zeigen sich EMT typische Veranderungen in der Expression von bekannten
epithelialen und mesenchymalen Genen in den mesenchymalen Zelllinien. (B) Mittels
CIMminer Analyse (Bioinformatics Group, National Cancer Institute) kann anhand der
gezeigten drei Cadherine zwischen murinen Pankreaskarzinomzelllinien mit einer
klassischen epithelialen Morphologie und murinen mesenchymalen
Pankreaskarzinomzelllinien eindeutig unterschieden werden. Die
Microarryexperimente wurden von Stefan Eser, Dr. Mariel Paul und Dr. Annegret
Schmidt durchgefuhrt und von Dr. Jorg Mages, Philipp Eser und Stefan Eser
ausgewertet.

Auch Gene die fur Proteine des Zytoskeletts kodieren, zeigen ein Expressionsmuster
im Sinne einer stattgehabten EMT. Es findet sich eine verminderte Expression
mehrerer epithelialer Zytokeratine (Krt 7, 19 und 20) und eine Hochregulierung des
EMT Markers a-SMA (alpha smooth muscle actin) (Acta2) (Sarrio, Rodriguez-Pinilla,
et al. 2008) (Abb. 8A). Auch in der Kategorie von Genen, welche fur Proteine der
extrazellularen Matrix kodieren, finden sich EMT typische Muster. Insbesondere die
Kollagene Col1a1 und Col3a1, welche mit EMT und Invasivitat in Lungen- und
Mammakarzinomen (Shintani, Maeda, et al. 2008), (Asiedu, Ingle, et al. 2011)
assoziiert sind, zeigen hohe Expressionswerte in den mesenchymalen
Pankreaskarzinomzelllinien (Abb. 8A). In der Gruppe der Tanskriptionsfaktoren zeigt
sich in den mesenchymalen Pankreaskarzinomzelllinien eine durchschnittlich 7,1
bzw. 3,6 bzw. 2,7 fache Uberexpression der bekannten EMT Marker Prrx1, Snail und
Twist im Vergleich zu den epithelialen PDA Zelllinien (Ocana, Corcoles, et al. 2012).
Der differentiell exprimierte Transkriptionsfaktor Snail konnte wie oben beschrieben
als funktioneller Mediator der EMT und der Lungenmetastasierung in den in vivo

selektionierten TD-2 Zellen validiert werden. Die in unserem vorwartsgerichteten

funktionellen Screen als EMT- und metastasierungs-relevant identifizierten HDACs
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zeigten bei hoher Expression in allen Pankreaskarzinomzelllinien keine signifikant
differentielle  Expression zwischen den epithelialen und mesenchymalen
Pankreaskarzinomzelllinien. Diese Beobachtung lasst sich dadurch erklaren, dass
die beiden Histondeacetylasen von Snail an den E-cadherinpromoter rekrutiert

werden und somit lediglich als Korepressoren dienen.

3.9 Die Herabregulierung von E-cadherin im murinen Pankreaskarzinom ist
HDAC-vermittelt und mit EMT und Metastasierung assoziiert

Um den Einfluss der HDAC-vermittelten Repression von E-cadherin auf die EMT und
den Metastasierungsprozess in einem breiteren Kontext zu untersuchen,
analysierten wir die E-cadherin Regulation in einem genetisch definierten murinen
Pankreaskarzinommodel, welches die wesentlichen Schritte des human
Pankreaskarzinoms  rekapituliert ~ (Hingorani,  Petricoin, et al. 2003).
Immunhistochemische Analysen von metastatischen murinen Pankreaskarzinomen
zeigten eine deutliche E-cadherin Expression in gut differenzierten zentralen Anteilen
des Primartumors und einen Verlust der E-cadherin Expression an der invasiven
Front des Primartumors als Hinweis einer durchlaufenen EMT (Abb. 9D, E). Ferner
zeigten die Tumorzellen an der invasiven Front weitere Zeichen einer EMT, wie
einen Verlust der CK-19 Expression, welche in gut differenzierten E-cadherin
positiven Anteilen der Primartumoren detektierbar war (Abb. 9G, H). Auch in
Lebermetastasen der gleichen Tiere zeigte sich ein Verlust der CK-19 und E-
cadherin Expression (Abb. 9F, 1). Parallel zu diesem Verlust der Expression
epithelialer Marker zeigte sich eine deutliche Snail Expression in den Zellkernen
schlecht differenzierter Tumorzellen (Abb. 9K, L). Gut differenzierte duktale Tumoren

wiesen hingegen keine nukleare Snail Expression auf (Abb 9J).
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Snail

Abbildung 9: EMT und Herabregulierung von E-cadherin in einem genetisch
definierten Kras®?® abhiangigen Mausmodell des Pankreaskarzinoms

(A-C) H&E gefarbte Paraffinschnitte eines murinen Pankreaskarzinoms zeigen Zellen
eines gut differenzierten duktalen PDA im Zentrum des Tumors (A) sowie schlecht
differenzierte sarkomatoide Tumorzellen an der invasiven Front des Primartumors
(B) und in den korrespondierenden Lebermetastasen (C) einer Ptf1a/p48°'“"®*:LSL-
Kras®"?P* Maus (#16992). (D-1) Immunhistochemische Farbung von E-cadherin und
CK-19 an korrespondierenden Paraffinschnitten (D,G: gut differenzierter
Primartumor; E,H: schlecht differenzierte Tumorzellen an der invasiven Front; F,I:
Lebermetastasen). (J-L) Immunhistochemische Farbung von Snail in gut (J) und
schlecht differenzierten Tumoranteilen des Primartumors (K) und den
korrespondierenden Lebermetastasen (L).

Um diese deskriptiven Daten in groBerem Detail zu untersuchen, analysierten wir
eine aus dem oben gezeigten Primartumor isoliert Tumorzelllinie. Passend zu den
Ergebnissen der histologischen Analysen zeigte die korrespondierende niedrig

passagierte (P<4) Zelllinie 16992 einen mesenchymalen Phanotyp in vitro (Abbildung

10). Diese Zelllinie zeigte einen Verlust der E-cadherin Expression und hohe mRNA
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Spiegel etablierter mesenchymaler Marker in der quantitativen RT-PCR Analyse
(Abb. 10A, B). Auch in vivo, nach orthotoper Implantation der Zelllinie in
Nacktmause, behielten die Zellen ihren E-cadherin negativen mesenchymalen
Phanotyp bei und zeigten ein hohes Metastasierungspotential in die Leber und die
Lunge (Abb. 10C-H). Um zu zeigen, dass die Regulation von E-cadherin auch in
diesen Zellen HDAC-vermittelt ist, behandelten wir die Zellen mit TsA. Wie erwartet
fuhrte die Behandlung der Zellen zu einer Reexpression von E-cadherin. Dies konnte
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 10I, J).
Desweiteren war die Reexpression von E-cadherin durch HDAC Inhibition
dosisabhangig. Diese Beobachtungen zeigen die Bedeutung der Histondeacetylasen

in der Repression des Cdh1 Gens im murinen Pankreaskarzinom eindrucklich auf.
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Abbildung 10: Epigenetische Inaktivierung der E-cadherin Expression in
mesenchymalen Ptf1a/p48°'¢"®*;LSL-Kras®'*”"* Pankreaskarzinomzellen mit
hohem Metastasierungspotential

(A) Phasenkontrastbild von niedrig passagierten Zellen (P<4) der Zelllinie 16992,
welche aus dem metastatischen Primartumor einer Ptf1a/p48°'¢®*:| SL-Kras®'?”"*
Maus (#16992) isoliert wurden (sieche Abb. 9). Die Zellen zeigen einen
mesenchymalen Phanotyp. (B) Relatives mRNA Expressionsniveau der genannten
epithelialen und mesenchymalen Markergene in 16992 Zellen verglichen mit
Tumorzellen aus einem epithelialen Primartumor einer Ptf1a/p48°'°*:| SL-
Kras®'?"* Maus. Die mRNA Expression der entsprechenden Gene wurde mittels
Echtzeit qRT-PCR quantifiziert und gegen das global exprimierte ,house-keeping*
Gen Cyclophilin aus der gleichen RNA Praparation normalisiert. Daten, welche in
den Teilen A und B dieser Abbildung dargestellt sind, wurden von Frau Dr. Mariel
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Paul erhoben. (C-H) Mesenchymale 16992 Tumorzellen wurden orthotop in das
Pankreas von Nacktmausen implantiert und das Ausmal} der Metastasierung mittels
makroskopischer und mikroskopischer pathologischer Untersuchung analysiert. (C-
E) H&E gefarbte Paraffinschnitte der orthotopen Pankreaskarzinome (C) sowie von
Leber- (D) und Lungenmetastasen (E). (F-H) Die immunhistochemische Farbung der
E-cadherin Expression im Primartumor (F) und in den Leber- (G) und
Lungenmetastasen (H) zeigt einen Verlust der E-cadherin Expression. (I) 16992
Zellen wurden mit Trichostatin A (TsA) oder DMSO als Kontrolle fur 24 Stunden
behandelt. Die E-cadherin mRNA Expression wurde mittels Echtzeit qRT-PCR
quantifiziert und gegen die mRNA Expression des global exprimierten Gens
Cyclophilin normalisiert. Die gezeigten Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert mit
Standardabweichung (+ S.D) von drei unabhangigen Experimenten. (Student’'s T-
test: **<0.001 versus Kontrolle (DMSO). (J) Western Blot Analyse der E-cadherin
Proteinexpression in 16992 Zellen die fur 24 Stunden mit TsA behandelt wurden.
Nicht behandelte und mit DMSO behandelte Zellen dienten als Kontrolle. B-actin
wurde als Ladungskontrolle benutzt.

3.10 HDAC Aktivitat ist fiir die epigenetische Repression von E-cadherin im
murinen und humanen Pankreaskarzinom essentiell

Um die Rolle der HDAC-vermittelten epigenetischen Repression von E-cadherin als
generellen Mechanismus wahrend der EMT im murinen und humanen
Pankreaskarzinom zu validieren, untersuchten wir die Expression von E-cadherin in
mehreren murinen primaren mesenchymalen Pankreaskarzinomzelllinien und einer
humanen Pankreaskarzinomzelllinie mit und ohne HDAC Inhibitor Behandlung.
Hierflr wurde der globale HDAC Inhibitor TsA und der fur die Histondeacetylasen der
Klasse | (HDAC 1, 2, 3 und 8) selektive Inhibitor Valproinsaure (VPA) benutzt. Die
vier verwendeten niedrig passagierten (P<4) mesenchymalen murinen
Pankreaskarzinomzelllinien wurden von Primartumoren oder Lymphknoten-
metastasen von gentechnisch definierten Ptf1a/p48°'“"**: SL-Kras®?®* oder
Ptf1a/p48°'"®"* | SL-Kras®'?*: Tp53°/°* Mausen isoliert und zeichnen sich durch
einen Verlust von E-cadherin und einer gleichzeitigen Expression mesenchymaler

Marker wie Snail, Slug und Twist1 aus (Abb. 11B, C). Durch die Inhibition der HDAC
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Aktivitat mittels TsA konnte in allen untersuchten E-cadherin negativen
mesenchymalen Zelllinien die E-cadherin Expression induziert werden. Dieser Effekt
war dosisabhangig und war in den mit DMSO behandelten Kontrollen nicht zu
beobachten (Abb. 11D). Der gleiche Effekt konnte durch eine Behandlung der Zellen
mit dem Klasse | selektiven HDAC Inhibitor Valproinsaure erzielt werden (Abb. 11E).
Um den Beitrag von HDACs zur Herabregulierung von E-cadherin auch in humanen
Zellen zu untersuchen, bedienten wir uns eines etablierten TGFB abhangigen
Modells der EMT (Ellenrieder, Hendler, et al. 2001). Hierfir wurde die epitheliale E-
cadherin exprimierende humane Pankreaskarzinomzelllinie Panc1 benutzt. Die TGFf3
Behandlung von Panc1 fur 48h induziert eine EMT der Zellen und eine
Herabregulierung der E-cadherin Expression (Abb. 11F). Durch eine simultane
Behandlung der TGFB stimulierten Zellen mit VPA konnte die EMT und die
Herabregulierung der E-cadherin Expression verhindert werden (Abb. 11F).

Diese Daten legen nahe, dass die Snail vermittelte Rekrutierung von HDACs an den
Promotor des CDH1 Gens eine wichtige Rolle bei der Repression von E-cadherin
wahrend der EMT und des Metastasierungsprozesses von Pankreaskarzinomzellen

spielt (Abb. 11G).
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Abbildung 11: HDAC Aktivitat vermittelt die Repression der E-cadherin
Expression im mesenchymalen murinen und humanen Pankreaskarzinom

(A) Phasenkontrastbilder von 4 niedrig passagierten mesenchymalen murinen PDAC
Zelllinien, welche aus primaren Pankreaskarzinomen (3202, 3250, W22) und
Lymphknotenmetastasen  (3202LN) von Ptf1a/p48°'“®*:| SL-Kras®'*”*  oder
Ptf1a/p48°'°"®"*:| SL-Kras®'??*; Tp53°/°* Mausen isoliert wurden. (B) gRT-PCR
Analyse der relativen mMRNA Expression der genannten Gene in den
mesenchymalen 3202, 3202LN, 3250, und W22 Zelllinien verglichen mit vier
epithelialen  Zelllinien,  die  aus  Ptf1a/p48®'°®*:| SL-Kras®™??*  und
Ptf1a/p487°"* ;| SL-Kras®'??*: Tp53°°* Mausen isoliert wurden. (C) Western blot
Analyse der Snail und Twist1 Proteinexpression in den mesenchymalen
Pankreaskarzinomzelllinien. Die in (B) und (C) gezeigten Experimente wurden von
Frau Dr. Mariel Paul durchgefuhrt (D) Western Blot Analyse der E-cadherin
Proteinexpression in den bezeichneten unbehandelten und fur 24 Stunden mit
DMSO oder mit TsA behandelten mesenchymalen PDA Zellen. Die Membranen
wurden mit Strippingpuffer behandelt und als Ladungskontrolle mit einem
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spezifischen Antikorper gegen p-actin inkubiert. (E) Western Blot Analyse der E-
cadherin Expression in den mesenchymalen PDA Zelllinien nachdem sie fur 24
Stunden entweder mit TsA (0.3uM) oder dem HDAC Klasse | (1, 2, 3 und 8)
selektiven Inhibitor Valproinsaure (VPA; 1.5mM) behandelt wurden. (F) Western Blot
Analyse der E-cadherin Proteinexpression in humanen Panc1
Pankreaskarzinomzellen in denen mit TGFf eine EMT induziert wurde. Panc1 Zellen
wurden fur 48 Stunden mit TGFB (10ng/ml) stimuliert um eine EMT zu induzieren.
Western Blot Analyse der E-cadherin Proteinexpression in Zelllysaten von
unbehandelten Zellen, TGFp-stimulierten Zellen oder Zellen welche mit TGFf und
VPA (1.5mM) behandelt wurden. Dieses Experiment wurde von Frau Martina Brand|
durchgefuhrt. (G) Modell des Metastasierungsprozesses des Pankreaskarzinoms.
Ein Snail/lHDAC1/HDAC2 Repressorkomplex vermittelt die Repression des Cdh1
Promotors. Dies fuhrt zur Induktion der EMT wund Metastasierung der
Pankreaskarzinomzellen.
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4. Diskussion

Die Funktion des Zelladhasionsmolekuls E-cadherin als Tumorsuppressor in
epithelialen Geweben wurde mehrfach beschrieben (Carneiro, Figueiredo, et al.
2013); (Cowin, Rowlands, et al. 2005). Neben der wichtigen Rolle als Regulator der
Homeostase epithelialer Gewebe, wird diesem Protein auch eine antagonisierende
Wirkung gegenuber der Motilitat und Invasion maligner epithelialer Zellen
zugeschrieben (Yilmaz und Christofori 2010).

In dieser Arbeit konnte die Relevanz des E-cadherin Verlustes fur die EMT und den
Metastasierungspozess des Pankreaskarzinoms in vivo gezeigt werden. Mittels eines
in vivo Selektionsmodells konnten aus einer murinen epithelialen
Pankreaskarzinomzelllinie mit schlechtem Metastasierungspotential, Subzelllinien mit
hohem gewebsspezifischen Metastasierungspotential generiert werden. Diese
metastatischen Subzelllinien zeigten eine Transformation zum mesenchymalen
Phanotyp, im Sinne einer EMT und waren durch den Verlust der E-cadherin
Expression charakterisiert.

Die E-cadherin Expression kann im Rahmen der Tumorprogression und des
Metastasierungsprozesses  durch  inaktivierende = somatische = Mutationen,
Promotormethylierung oder auf transkriptioneller Ebene reprimiert werden (van Roy
und Berx 2008). Inaktivierende Mutationen des CDH71 Gens scheinen im
Pankreaskarzinom, im Gegensatz zum Magen- und Mammakarzinom, keine
wesentliche Rolle zu spielen (Becker, Atkinson, et al. 1993); (Berx, Cleton-Jansen, et
al. 1996). So konnten in einer aktuellen Studie keine Mutationen im CDH1 Gen in
den untersuchten humanen Pankreaskarzinomen detektiert werden (Winter, Ting, et
al. 2008). Die Hyper-methylierung des CDH1 Promotors als Ursache des E-cadherin

Expressionsverlustes konnte in mehreren Tumorentitaten gezeigt werden. Eine

62



Hypermethylierung fand sich in Tumorzellen der Mamma, der Prostata, der Lunge
und der Blase, und in Zelllinien gastrointestinaler Tumore des Magens, der Leber
und des Kolons (Yoshiura, Kanai, et al. 1995). In diesen Zelllinien konnte die DNA-
Methylierung, und die daraus resultierende Repression des CDH1 Gens, durch eine
Behandlung der Zellen mit 5'-Aza-2'-deoxycytidin aufgehoben werden. Dies weist
den kausalen Effekt der CDH1 Promotermethylierung als Ursache des E-cadherin
Expressionsverlustes nach (Graff, Herman, et al. 1995); (Yoshiura, Kanai, et al.
1995). Eine Hypermethylierung des CDH1 Promotors konnte auch in der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie MiaPaCa2 nachgewiesen werden. Jedoch zeigte eine
Untersuchung von humanen Pankreaskarzinomgeweben kein reproduzierbares
Muster (Winter, Ting, et al. 2008), sodass es sich hierbei moglicherweise um einen in
vitro aufgetretenen Effekt handelt.

Diese Studien zeigen, dass die Repression des CDH1 Gens im Pankreaskarzinom
derzeit unvollstandig verstanden ist und wahrscheinlich durch transkriptionelle
Mechanismen reguliert wird. In dieser Arbeit wird sowohl in murinen als auch
humanen Modellen gezeigt, dass die Expression von E-cadherin im
Pankreaskarzinom transkriptionell reguliert wird, und dass die transkriptionelle
Repression von E-cadherin in vivo und in vitro an die Aktivitat von
Histondeacetylasen (HDACs) gekoppelt ist.

Es ist bekannt, dass ein bidirektionaler ,Crosstalk® zwischen den Mechanismen der
Histonacetylierung und der DNA-Methylierung besteht (Vaissiere, Sawan, et al.
2008). In einigen Karzinomzelllinien wurde beobachtet, dass eine Inhibition von
HDACs durch TsA zu einer Demethylierung des proximalen Anteils des CDH1
Promotors fuhrt, und somit die Demethylierung ursachlich fur die wiederhergestellte

Expression von E-cadherin ist (Ou, Torrisani, et al. 2007). Dies konnte in unseren
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metastatischen TD-25CFP VA gpzelllinien P-1 und P-2 nicht beobachtet werden.
Eine Inhibition der HDAC Aktivitat mit TsA flhrte zu einer Re-expression von E-
cadherin, nicht aber eine Behandlung mit dem Demethylierungsagens 5'-Aza-2'-
deoxycytidin. Somit kann ein signifikanter Beitrag der Methylierungsmaschinerie zur
epigenetischen Repression von E-cadherin in unserem in vivo Selektionsmodell
ausgeschlossen werden. Neben der beobachteten epigenetischen Modifikation des
Cdh1 Promotors durch HDAC Aktivitat, zeigte sich in den metastatischen
Subzelllinien P-1 und P-2 eine Hochregulierung des Transkriptionsfaktors Snail.

SNAIL wird zusammen mit den Transkriptionsfaktoren SLUG und TWIST als
wichtiger Faktor in der Repression des humanen und murinen CDH1 Gens und in der
Induktion der EMT beschrieben (Peinado, Olmeda, et al. 2007). Eine starke bis
moderate Expression von SNAIL konnte in 78% der untersuchten Falle
immunhistochemisch in einer kurzlich durchgefuhrten Studie in  humanen
Pankreaskarzinomen gezeigt werden. Ein etwas weniger starkes Farbungsmuster
konnte fur den Transkriptionsfaktor SLUG in 50% der Pankreaskarzinome gezeigt
werden. Die Expression des Transkriptionsfaktors TWIST konnte in dieser Studie nur
in 3% der Pankreaskarzinome nachgewiesen werden (Hotz, Arndt, et al. 2007).
Interessanterweise konnte in dieser Studie auch gezeigt werden, dass
Pankreaskarzinome mit einem niedrigen SNAIL Expressions Score einen hohen E-
cadherin Expressions Score aufwiesen. Dies war statistisch signifikant und liefert
somit einen weiteren Hinweis fur einen wichtigen Beitrag von SNAIL in der
Repression von E-cadherin im Pankreaskarzinom (Hotz, Arndt, et al. 2007).
Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen zeigt unsere Arbeit eine vermehrte
Expression von Snail in den metastatischen in vivo passagierten murinen

Subzelllinien P-1 und P-2, die einen mesenchymalen Phanotyp aufweisen. Ferner
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zeigen unsere Daten die spezifische Bindung von Snail an den Cdh1 Promotor
wahrend des Prozesses der EMT und der Lungenmetastasierung. Desweiteren
konnten wir nachweisen, dass Snail den Cdh1 Promotor reprimiert und somit die
korrelativen Expressionsdaten aus der genannten humanen Studie funktionell mittels
molekularbiologischer Methoden sowohl in vitro als auch in vivo validieren.

In den globalen Transkriptomanalysen zeigte sich in den metastatischen
Subzelllinien im Vergleich zur Ausgangszelllinie neben der Hochregulation von Snail
auch eine vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors Twist, einem bekannten
Repressor von E-cadherin. Somit kann ein Beitrag von Twist zur Repression von E-
cadherin in unserem in vivo Selektionsmodell nicht vollstandig ausgeschlossen
werden (Kang und Massague 2004). Ob Twist eine kausale Rolle bei der Repression
des E-cadherin Gens spielt oder ob die vermehrte Expression von Twist eine Folge
des E-cadherin Verlustes ist, wie es in einem Modell der Metastasierung des
Mammkarzinoms kurzlich gezeigt werden konnte, ist derzeit fur unser Modell nicht
bekannt und muss in weiteren Studien untersucht werden (Onder, Gupta, et al.
2008).

Obwohl SNAIL ein bekannter und gut charakterisierter kontextspezifischer Repressor
von E-cadherin ist, ist seine Rolle auf Chromatinebene nur unvollstandig verstanden.
Karzlich wurde in vitro in MDCK (Madin-Darby canine kidney epithelial cells) und
MCA3D (murine epidermal cells) Zellen eine Snail abhangige Rekrutierung eines
Sin3a/HDAC1/HDAC?2 Repressorkomplexes gezeigt (Peinado, Ballestar, et al. 2004).
Im Gegensatz zu diesen Daten beobachteten wir in den hochgradig
metastatisierenden Subzelllinien P-1 und P-2 eine Rekrutierung der Klasse | HDACs
HDAC1 und HDAC2 zusammen mit Snail an den Cdh1 Promotor. Eine Bindung von

HDAC3 konnte nicht gefunden werden. Das noch verbleibende Klasse | Mitglied
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HDACS8 wird in den beiden Subzelllinien P-1 und P-2 nicht exprimiert. Dies zeigt,
dass die Expression von E-cadherin in unserem murinen Pankreaskarzinommodell
durch einen Snail/HDAC1/HDAC2 Komplex reprimiert wird.

Obwohl auch in Pankreaskarzinomzellen ein funktioneller Sin3A/HDAC2 Komplex
gefunden wurde, welcher zu einer Repression des TGFRRII Promotors nach TGF-13
Stimulation fuhrt (Truty, Lomberk, et al. 2009), konnte in unserem Modell keine
gleichzeitige Rekrutierung von murinem mSin3A zusammen mit Snail an den Cdh1
Promotor beobachtet werden. Desweiteren konnte keine direkte Interaktion zwischen
Snail und mSin3A auf Proteinebene gefunden werden (Abbildung 5). Somit zeigen
die erhobenen Daten, dass die Interaktion von Snail und mSin3A abhangig vom
zellularen Kontext und dem entsprechendem Promotor ist. Der Korepressor, welcher
in unserem Modell HDAC1 und HDAC?2 an den CDH1 Promotor rekrutiert, ist derzeit
nicht bekannt. Hier bedarf es weiterer molekularbiologischer Analysen.

Obwohl in Studien gezeigt werden konnte, dass die Expression von Klasse | HDAC
Proteinen mit einer schlechten Prognose in bestimmten Krebsarten assoziiert ist,
bleibt die Rolle der HDAC Proteine im Rahmen der Karzinogenese, der
Tumorprogression und der Metastasierung nur ungenugend verstanden (Glozak und
Seto 2007). In dieser Arbeit konnte mittels eines unvoreingenommenen
vorwartsgerichteten genetischen Ansatzes in vivo erstmals funktionell eine
essentielle Rolle fur Snail und HDAC1/2 bei der Repression von E-cadherin und der
Metastasierung des Pankreaskarzinoms gezeigt werden. Die erhobenen Daten
zeigen einen funktionellen Synergismus von HDAC1 und HDACZ2 und dem
transkriptionellen Repressor Snail hinsichtlich der Repression von E-cadherin, der
EMT und dem Metastasierungsprozess des Pankreaskarzinoms. HDACs leisten

somit einen kritischen Beitrag zur Metastasierung des Pankreaskarzinoms in vivo.
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Zusammengefasst legen diese praklinischen Daten nahe, dass die
pharmakologische Inhibition von HDACs eine vielversprechende antimetastatische
Therapiestrategie darstellt. Weitere praklinische Daten konnten fur andere
Tumorentitaten zeigen, dass HDACs vielversprechende therapeutische Zielstukturen
darstellen. Dies hat bereits zu der Implementierung einer Vielzahl klinischer Studien
gefuhrt. So werden derzeit etwa 80 verschiedene Phase I-1ll Studien zur Behandlung
fortgeschrittener hamatologischer und solider Tumoren mit HDAC Inhibitoren
(HDACI) durchgefuhrt (Tan, Cang, et al. 2010). Vorinostat ist der erste HDAC
Inhibitor welcher von der Food and Drug Administration (FDA) fur den regularen
klinischen Einsatz in der Behandlung des kutanen T-Zell Lymphoms freigegeben
wurde (Tan, Cang, et al. 2010). Auch Patienten mit fortgeschrittenen
Pankreaskarzinomen wurden im Rahmen klinischer Studien mit HDAC Inhibitoren
behandelt. Jedoch, wurden diese Patienten zusammen mit Patienten, welche an
anderen soliden Tumoren erkrankt waren, in die entsprechenden Studien
eingeschlossen. Daher ist es derzeit aufgrund der geringen Anzahl an
Pankreaskarzinompatienten nicht madglich, eine adequaten Aussage Uuber die
Wirksamkeit der HDACi Therapie zu treffen (Koutsounas, Giaginis, et al. 2013).
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass HDAC Inhibitoren als antimetastatische
Therapeutika in neoadjuvanten und adjuvanten kontrollierten klinischen

Pankreaskarzinomstudien evaluiert werden sollten.
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5. Zusammenfassung

FUr die extrem schlechte Prognose des duktalen Pankreaskarzinoms ist vor allem die
hohe Letalitat durch Metastasen-assoziierte Komplikationen verantwortlich. Daher ist
es wichtig tumorbiologische Prozesse, die zur Metastasierung des
Pankreaskarzinoms beitragen, in vivo zu analysieren. Ziel der Arbeit war die
Generierung und eingehende  Charakterisierung  von  organspezifisch
metastasierenden Pankreaskarzinomsubzelllinien aus einer Ausganszelllinie mit
schlechtem Metastasierungspotential (TD-2). Mit Hilfe eines unvoreingenommenen in
vivo Modells der Metastasierung konnten aus der parentalen Zelllinie TD-2
Subzelllinien mit hohem Lungenmetastasierungspotential generiert werden. Diese
Subzelllinien weisen im Gegensatz zu den epithelialen TD-2 Zellen einen
mesenchymalen Phanotyp auf. Dies =zeigt, dass es im Rahmen der
Lungenmetastasierung zu einer epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) der
TD-2 Zellen kommt. Das epitheliale tumorsuppressive Protein E-Cadherin wird in den
metastatischen Subzelllinien auf mRNA- und Proteinebene herabreguliert. Diese
Herabregulierung kann durch den Histondeacetylase (HDAC) Inhibitor Trichostatin A-
(TsA), jedoch nicht durch Demethylierung mit 5-Azacytidine (5-Aza) revertiert
werden. Passend hierzu konnte auf molekularer Ebene mittels Chromatin-
Immunoprazipitation  (ChIP) die vermehrte spezifische Bindung eines
Snail/HDAC1/HDAC2 Korepressorkomplexes an den E-Cadherin Promotor in den
Zellen mit hohem Metastasierungspotential gezeigt werden. Dies weist eine wichtige
Rolle von Snail und der Klasse | HDACs bezuglich EMT und Metastasierung des
Pankreaskarzinoms nach. Somit indentifiziert unsere Studie HDACs als
vielversprechende Zielstrukturen fir eine anti-metastatische Therapie des

Pankreaskarzinoms.
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