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Einleitung

1. Einleitung

Die Bedeutung des Pankreaskarzinoms nimmt auf Grund seiner hohen Letalitét, der in den
letzten 20 Jahren stetig steigenden Inzidenzrate, der Aggressivitidt des Tumors mit seiner
duflerst schlechten Prognose und den fehlenden konservativen Behandlungsoptionen zu
(POUR, 1991; TREDE, 1987; YAMAMOTO ET AL., 1996). Trotz seiner niedrigen Inzidenz
von 35 Neuerkrankungen auf 100000 Einwohner stellt es die fiinfthdufigste Todesursache
bei Tumorpatienten in Deutschland dar. Erst spét auftretende Symptome der Erkrankung,
sowie erschwerte diagnostische und therapeutische Moglichkeiten, die auf Grund der
anatomischen Lage des Pankreas mit enger Beziehung zu groBen Gefiflen (Pfortader,
Arteria mesenterica superior, Vena mesenterica superior, A. hepatica, Truncus coeliacus),
Nerven- und Lymphbahnen gegeben sind, verlangen neue Diagnose- und
Therapiekonzepte.

Uber 90% der Pankreastumore stellen Adenokarzinome vom duktalen Phenotyp dar
(KLOPPEL & MAILLET, 1993). Neuroendokrine Tumore und Azinuszellkarzinome
repriasentieren ca. 2-5% aller Pankreastumore. Die muzings, nicht zystischen Karzinome,
das Siegelringkarzinom, das Pankreatoblastom, das adenosquamédse Karzinom, sowie eine
Anzahl weitere Karzinome werden nur in den seltensten Fillen gefunden (WARSHAW ET
AL., 1990).

Nikotin scheint mit einem doppelt erhohten Risiko fiir die Entstehung des
Pankreaskarzinoms eine entscheidende Noxe zu sein. Die fiir Alkohol angenommene
direkte Beziehung zur Entstehung des Pankreaskarzinom (GHADIRIAN, SIMARD &
BAILLARGEON, 1991) wurde in neueren Studien nicht bestitigt. In diesen wurde nur ein
indirekter Zusammenhang nachgewiesen, da Alkohol die Inzidenz der chronischen
Pankreatitis erhoht, die mit einer vierfach erh6hten Rate an Pankreaskarzinomen assoziiert
ist (WHITCOMB & POGUE-GEILE, 2002).

Aus den epidemiologischen Daten ergibt sich ein doppelt so hohes Risiko fiir ein
Pankreaskarzinom beim ménnlichen gegentiber dem weiblichen Geschlecht, mit dem

Altersgipfel zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr (COOPERMAN ET AL., 2001; COUGHLIN
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ET AL., 2000). Diabetiker erkranken im Vergleich zur Normalbevolkerung etwa zweimal
so hdufig am duktalem Pankreaskarzinom, wobei bislang kein pathomorphologischer
Zusammenhang zwischen diesen beiden Erkrankungen nachgewiesenen wurde
(WAKASUGI, FUNAKOSHI & IGUCHI, 2001).

Zur kurativen Behandlung des Pankreaskarzinoms steht bei einer Lokalisation des Tumors
in der Kopfregion (75% der Pankreastumoren) zur Zeit ausschlieBlich die vollstindige
operative  Sanierung durch eine partielle oder pyloruserhaltene partielle
Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple zur Verfiigung (GUDJONSSON, 1987).
Bei einem Pankreaskorpus- (20%) oder Pankreasschwanzprozess (5%) ist bei gegebenem
Sicherheitsabstand eine Pankreaslinksresektion moglich. Ausnahmslos ist jedoch eine RO-
Resektion die Voraussetzung fiir eine kurative Therapie (JONES ET AL., 1999; SPECHT &
STINSHOFF, 2001). Ein deutlicher Riickgang der postoperativen Mortalitidt unter 5% in
spezialisierten Pankreaszentren und die 5-Jahres Uberlebenszeit von ca. 20 % bei RO-
Resezierten ist ein wesentlicher Fortschritt (COOPERMAN ET AL., 2002; WARSHAW &
SWANSON, 1988) in der Pankreaskarzinomchirurgie. Neben der R0O-Resektion und dem
Lymphknotenbefall scheinen, neben vielen anderen Faktoren, fiir die Prognose genomische
Verdnderungen wie der DNA-Gehalt und Polyploidie entscheidend zu sein (BOTTGER ET
AL., 1994; NIEDERGETHMANN ET AL., 2002; WEGER ET AL., 1992; YABROFF &
MANDELBLATT, 1999).

Trotz intensiven Bemiihungen spricht das Pankreaskarzinom weder auf Strahlentherapie an
(KLINKENBIJL ET AL., 1999; PERMERT ET AL., 2001; WANEBO ET AL., 2000), noch konnte
eine signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit durch Chemotherapiekonzepte mit
Gemcitabine oder 5-FU in Kombination mit Interleukin2 gezeigt werden (STAIB, LINK &
BEGER, 1999; YEO & CAMERON, 1999).

Mangels geeigneter Screeningverfahren und fehlender bildgebender Methoden zur
Erkennung von Pankreaskarzinomen in der Frithphase, geht das Bestreben dahin, neue
diagnostische Strategien zur Identifizierung von genetischen Risikofaktoren zu entwickeln.
Fiir diese Untersuchungen eignen sich unter anderem Familien mit hereditérer Pankreatitis,
da bei ihnen ein Entartungsrisiko von ca. 20 % besteht (MANU, BUCKELS & BRAMHALL,
2000).

Fiir die Pankreaskarzinomentwicklung gilt ebenso wie fiir die meisten anderen humanen
Neoplasien, dass sich epitheliale Tumore in der Regel iiber mehrere Vorlduferstadien

entwickeln.
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Um die “hyperplastischen* Verdanderungen in Pankreaszellen, die vom flach muzinsem
bis zum papilldr-muzinésem Typ reichen (CUBILLA & FITZGERALD, 1976; LONGNECKER,
1994), besser vergleichen zu konnen, ist die Nomenklatur der “Pankreatischen
Intraepithelialen Neoplasie® (PanIN) entwickelt worden (HRUBAN, WILENTZ & KERN,
2000). In dieser werden die unterschiedlichen Progressionsstufen in drei Stadien unterteilt.
Diese sind definiert als benigne Hyperplasie (PanIN 1), mittelgradige Dysplasie (PanIN 2)

und als nicht invasiv wachsendes Karzinom (PanIN 3).

PaniIN f 1A

flache papillare geringgradige hochgra:dige eb 6
- mittelgradige ,I - 0
Normales . ] I Invasives
Gangepithel Hyperplasie Dysplasie | CIS | Karzinom
<—— K-ras ——— <— LOH — <« p167?: >
9p, P53
17p, DPC4
18q

Abbildung 1: Molekulares Progressionsmodell der Pankreaskarzinogenese; LOH= Verlust der
Heterozytogenitadt. Es zeigt die Progressionsstufen der Pankreatischen
intraepithelialen Neoplasie (PanIN) in drei Stadien unterteilt. Diese sind definiert als
benigne Hyperplasie (PanIN 1), mittelgradige Dysplasie (PanIN 2) und als nicht

invasiv wachsendes Karzinom (PanIN 3).

Im Rahmen der molekulargenetischen Charakterisierung der Vorlduferldsionen wurde
gezielt nach Genen gesucht, deren Expression in der Tumorgenese des Pankreas verdndert
sind. Dabei wurden Verdnderungen in den Genen von K-ras, pl6, p53 und DPC4
nachgewiesen. Mutationen von K-ras wurden in allen Formen der dysplastischen
Entwicklung gefunden. Das Ziel dieser Analysen ist es, Vorlduferldsionen des

Pankreaskarzinoms auf molekularer Ebene zu erkennen, um neue Marker fiir eine
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Friihdiagnose identifizieren zu konnen und damit die Chancen auf einen Therapieerfolg zu
erhohen.

Es wurde gezeigt, dass aberrante Proteinexpressionsmuster der Tumorsuppressorgene p53
und DPC4 ausschlieBlich in PanIN 3 bzw. Carcinoma-in-situ Lésionen auftreten (WILENTZ
ET AL., 2000). Aus dieser Datenlage ldsst sich schliefen, dass die muzinésen und
papillaren Gangldsionen als Vorlduferldsionen des Pankreaskarzinoms zu werten sind.
Dabei stellen aktivierte K-ras Mutationen eine sehr frithe, die chromosomalen Deletionen
von 9p, 17p und 18q eine intermedidre und die biallelische Inaktivierung von p53 und
DPC4 eine spdte Verdnderung dar (LUTTGES ET AL., 2001).

Daher ist p53 nicht als Frithmarker zur Erkennung des duktalen Pankreaskarzinoms
geeignet. Dennoch muss p53 als “Wichter des Genoms™ bei der Entstehung des
Pankreaskarzinoms besonders beachtet werden, denn Mutationen von p53 stellen mit
anndhernd 50% die haufigsten genetischen Abnormalitdten in humanen Tumoren dar
(GREENBLATT ET AL., 1994).

Es ist davon auszugehen, dass ca. 90% aller Pankreaskarzinome Verdnderungen der p53
Expression bzw. Funktion aufweisen (GHANEH ET AL., 2002).

Das Tumorsupressorprotein p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der in Stress-Situationen
aktiviert wird. Durch p53 werden dann spezifische Zielgene aktiviert, was entweder zu
einem Zellzyklusarrest oder zur Apoptose fithren kann. Die N-terminale Doméne von p53
ist fur die Transaktivierung verantwortlich, in der C-terminalen Doméne sind wichtige
regulatorische Funktionen wie die Oligomerisierung verankert. Die DNA-Bindungsstelle
ist in der zentralen Doméne lokalisiert (sieche Abbildung 2). Ca 2/3 aller bekannten
Mutationen liegen in der zentralen Region, davon iiber 50% an wenigen Stellen, den
sogenannten ,,hot-spot-Mutationen®. Dieses spricht fiir die funktionelle Bedeutung dieser
Region (FUKASAWA & VANDE WOUDE, 1997).

Aber auch posttranslationale Modifikationen spielen fiir die Regulation der Funktionen von
p53 eine wichtige Rolle. Durch Acetylierung, Glykosylierung, Sumoylierung und
Phosphorylierung kann p53 modifiziert werden. Dabei konnen durch reversible
Phosphorylierung N- und C-terminaler Phosphorylierungstellen die einzelnen Funktionen

entscheidend moduliert werden (HUPP, LANE & BALL, 2000).
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PKR
p38K TAF;;250 JNK Cdk2 CK2-FACT
1 l l Sumo-1 1

(s) ()

-

l
®

S
33 37 46 315
DBD | NLS| TET

_/
il (pcar)— A

® Phosphorylierung @ Acetylierung @ Sumoylierung

7

Abb. 2: Funktionale Domdnen und posttranslationale Modifikationen von humanem p53.
Funktionelle Regionen von p53 (nicht mafstabsgetreu): Transaktivierung (TA), Sequenz-
spezifische DNA-Bindung (DBD), nukleare Lokalisationssignale (NLS), Tetramerisierung (TET),
Regulation der DNA-Bindung (RDB). Die posttranslationalen Modifikationen und die
entsprechenden Enzyme sind angegeben (angelehnt an Apella und Andersen, 2001).

Es vermehren sich die Hinweise, dass der Phosphorylierungsstatus N-terminaler
Phosphorylierungstellen von p53 die Zentrosomen-assoziierter Funktionen von p53
beeinflusst. p53 spielt sowohl bei der Initiation der Zentrosomenduplikation als auch bei
der Verhinderung der Reduplikation der Zentrosome eine wichtige Rolle. Der Funktions-
verlust von p53 fiihrt zur Amplifikation der Zentrosomen, was zur chromosomalen
Instabilitdt, Aneuploidie und letztendlich zur Entstehung von Tumoren fithren kann
(HARUKI ET AL., 2001; TARAPORE ET AL., 2001). Solche strukturellen und nominalen
zentrosomalen Verdnderungen wurden bereits in frithen Stadien der Pankreastumorgenese
nachgewiesen (MIZUMOTO & TANAKA, 2002; SATO ET AL., 1999; SHONO ET AL., 2001).
Obwohl genetische Verdnderungen des Tumorsupressorgens pS53 erst spiter in der
Tumorgenese des Pankreas auftreten, wurden schon in frithen Stadien Alterationen des

Phosphorylierungsstatus des N-Terminus von p53 nachgewiesen. Dies konnte zu den
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beobachteten frithen Verdnderungen der Zentrosomenstruktur und Funktion in der Genese
des Pankreaskarzinoms beitragen.

Anderungen im Phosphorylierungsstatus des N-Terminus von p53 treten besonders am
Ubergang von der G2-Phase zur Mitose und in Stresssituationen auf. Einige dieser N-
terminalen Phosphorylierungstellen, die fiir die zentrosomale Funktionen von p53 wichtig
sein konnten, werden in vitro und in vivo von den Casein Kinase 1 Isoformen delta (CKI 9)
und epsilon (CK1g) phosphoryliert (Ciciarello et al., 2001; Tarapore et al., 2001). Es
wird angenommen, dass die unter anderem durch CK18 hervorgerufene Verdnderung im
Phosphorylierungsstatus von p53 am Ubergang von der G2-Phase zur Mitose eine
besondere Rolle fiir die zentrosomalen Funktionen von p53 spielt (LANNI & JACKS, 1998).
Mitglieder der Casein Kinase 1-Familie sind Serin/Threonin-spezifische Proteinkinasen,
die in allen eukaryontischen Zellen vorkommen. Thr Molekulargewicht variiert zwischen
37 und 62kD (GRAVES ET AL., 1993; GROSS & ANDERSON, 1998). Die Isoformen
o, B, v1,v 2, v3, 8 und €, sowie Spleilvarianten dieser Isoformen weisen einen hohen Grad
an Homologie innerhalb ihrer knapp 290 Aminosduren langen Kinasedomidne auf,
unterscheiden sich aber signifikant in den Sequenzen ihrer C-Termini (FISH ET AL., 1995;
GRAVES ET AL., 1993; ROWLES ET AL., 1991; ZHAI ET AL., 1995). Besonders die CK1
Isoformen o und €, die die groBBte Homologie innerhalb der Familie der Casein Kinase 1
aufweisen (97% im Bereich der Kinasedoméne und 53% in der C-terminalen Doméne)
sind intensiv untersucht worden (GROSS & ANDERSON, 1998). Die funktionellen Doménen

sind in der Abbildung 3 am Beispiel der Casein Kinase 18 dargestellt.
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Abbildung 3: Doméanenstruktur von CK15 (rattus norvegicus) Kinasedomane (grun), variabler C-
Terminus (grau), autoinhibitorische Domane (rot), KHD: Kinesin homologe Sequenz;
NLS = Kerntransportsignal (angelehnt an Habitilationsschrift, Knippschild, Hamburg
2000)

CKI138 enthilt ein putitatives Kernlokalisationssignal (NLS) (ROWLES ET AL., 1991) und
eine Kinesin homologe Sequenz (KHD) (ROOF, MELUH & ROSE, 1992; XU ET AL., 1995),
die fiir die Interaktion mit Mikrotubuli wichtig zu sein scheint. Bisher wurden zahlreiche
Proteine identifiziert, die von Mitgliedern der Casein Kinase 1-Familie phosphoryliert
werden konnen. Zu ihnen gehoéren Komponenten der Transkriptionsmaschinerie wie die
RNA-Polymerasen I und II, CREM, p53, virale Proteine, wie das SV40 T-Antigen
(DAHMUS, 1981), Zytoskelettproteine wie Spectrin, Myosin, Troponin und Tau
(SIMKOWSKI & TAO, 1980; SINGH ET AL., 1994), sowie Rezeptoren, wie die [-
Untereinheit des Insulin-Rezeptors, der Tumor Nekrose Faktor o-Rezeptor oder der
Muskarin M3-Rezeptor (DARNAY, SINGH & AGGARWAL, 1997; RAPUANO & ROSEN, 1991,
TOBIN ET AL., 1997).

Aufgrund dieser zahlreichen Substrate spielen Mitglieder der Casein Kinase I Familie in
verschiedenen physiologischen Prozessen eine Rolle. Sie sind an der Regulation von
Membranprozessen, wie der Abschniirung von Vesikeln vom ER, dem Golgi-Apparat und
dem Trans- Golgi-Netzwerk sowie an dem Transport von Vesikeln entlang der Mikrotubuli

beteiligt. Des Weiteren haben sie regulatorische Funktionen im Zentrosomenzyklus und in
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der Spindeldynamik und spielen somit eine wichtige Rolle in der
Chromosomensegregation (BEHREND ET AL., 2000A; BEHREND ET AL., 2000B) (siche
auch Abbildung 4).

DNA-Schaden
nach Entlassen
aus G1/S

P

P
ol

centrosome

Abb. 4: Schematische Darstellung der subzelluliren Lokalisation von CK15 in einer
Interphasezelle (links) und einer mitotischen Zelle (rechts). In der Interphase ist CK18 mit dem
Trans Golgi Netzwerk (TGN) und vesikularen, entlang der Mikrotubuli organisierten Strukturen
assoziiert. In Affinitdtsstudien konnte dariiber hinaus eine direkte Bindung an Tubulin
nachgewiesen werden. In der Mitose bleibt die Assoziation mit Tubulin bestehen: CK13 ist entlang
der Spindelfasern und am Zentrosom lokalisiert. Diese Lokalisation scheint allerdings im
Zusammenhang mit zelluldren Stress-Situationen zu stehen: Erst nach Schadigung der DNA in der
vorangehenden S-Phase findet sich CK18 an der mitotischen Spindel. Demnach kann aus der
Verteilung von CK16 in der Zelle eine duale Funktion vermutet werden. In der Interphase ist CK16
moglicherweise an Membrantransportprozessen, wie der Abschniirung von Vesikeln vom TGN und
deren Transport entlang von Mikrotubuli beteiligt. In der Mitose kommt CK18 eine Funktion bei der

Chromosomensegregation zu (angelehnt an Habitilationsschrift Knippschild, Hamburg, 2000).

Uber die Regulation der Casein Kinasen 1 ist bisher wenig bekannt. Liu und Mitarbeiter
(LU ET AL., 2001) zeigten in ihrer Studie, dass tiber den Glutamatrezeptor Casein Kinase 1

Isoformen aktiviert werden konnen. Die Inhibition von CK1 & und ¢ fiihrt in vivo zu einem
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fehlerhaften Aufbau des mitotischen Spindelapparates. Durch diese Spindelschddigung
arretieren Zellen in der Mitose und kénnen sich nicht mehr teilen. In vivo und in vitro
lassen sich die Aktivitidten der Caseinkinasen 16 und € mit dem Kinaseinhibitor 1C261
hemmen. IC261 ist ein ATP-Analogon, welches nach Kopplung an die ATP-
Bindungsstelle zu einer Konformationsidnderung der Kinase fiihrt (sieche Abbildung 5 und
6). Durch diese Konformationsdnderung wird die Dissoziationsgeschwindigkeit des IC261
vom aktiven Zentrum im Vergleich zu ATP herabgesetzt (LIU ET AL., 2001). Dabei zeigte
sich, dass die Aktivitdt der CK16 und ¢ Isoformen bereits bei einer Konzentration von
1uM zu 50% gehemmt wurde. Da die IC50 von CK1a bei 16uM liegt und andere Kinasen
wie z.B. die Proteinkinase A oder die Cyklin-abhingige Kinase CDK?2 erst bei einer
Konzentration von 100uM signifikant inhibiert werden, kann IC261 als spezifischer
Inhibitor fiir CK1 J und € bezeichnet werden (MASHHOON ET AL., 2000). Da IC261 bei
neutralem pH-Wert ungeladen ist und ungehindert durch Membranen diffundieren kann,

sind submikromolare Konzentrationen von IC261 in vivo in der Lage CK1dund € zu

inhibieren.
s4 .....
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Abb.5 : Schematische Darstellung der Bindung des Inhibitors 1C261 an der ATP-Bindungsstelle
von CK1 (MASHHOON ET AL., 2000).
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Abb. 6: Wirkung von 1C261 auf die Aktivitdt verschiedener Kinasen in vitro
(MASHHOON ET AL., 2000).

Um selektiv Tumorzellen zu schiadigen, zielen verschiedene Strategien der Krebstherapie
auf die Beeinflussung des Spindelapparates. Hierbei werden vor allem Zellen mit hoher
Mitoserate geschédigt, wie beispielsweise sich schnell teilende Tumorzellen. Die bislang
bevorzugt eingesetzten klassischen Spindelgifte wie z.B. Nocodazol, Vinblastin, Taxoide,
Colchicin oder Vincristin (JORDAN ET AL., 1998) zeigten jedoch in der Therapie des
Pankreaskarzinoms keine zufriedenstellenden Effekte.

Taxol ist ein Mikrotubuli-stabilisierendes Spindelgift. Es setzt in vitro die kritische
Konzentration fiir die Polymerisation von Tubulin herab und schiitzt die Mikrotubuli vor
depolarisierenden Einfliissen (SCHIFF, FANT & HORWITZ, 1979). Taxolkonzentrationen <
1uM fiihren zu einer Verdnderung des dynamischen Verhaltens von Mikrotubuli Plus- und
Minusenden. Bei Konzentrationen > 1pM kommt es auBerdem zur Erhohung der
Polymerisationsrate. Taxol bindet dabei direkt an die Mikrotubuli im Verhéltnis von einem
Molekiil Taxol pro o/p-Tubulin-Heterodimer. An der Grenze zum benachbarten

Protofilament befindet sich die Bindungsstelle am Rande der o/pB-Tubulin-Heterodimere
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(DERRY, WILSON & JORDAN, 1995). Daher wird angenommen, dass Taxol die Interaktion
zwischen den Protofilamenten der Mikrotubuli beeinflusst (FELGNER, FRANK & SCHLIWA,
1996; MICKEY & HOWARD, 1995). Klinische Anwendung findet Taxol derzeit in der
Therapie des metastasierten Mammakarzinoms und des Ovarialkarzinoms.

Die zweite groBe Gruppe von Spindelgiften stellen mikrotubuli-depolarisierende
Substanzen wie Colchicin und Nocodazol dar. Nocodazol (Methyl N-(5-thenoyl-2-
benzimidazolyl)carbamate) ist eine antimitotische Droge, und eines der effektivsten
Mikrotubuli-depolarisierenden Agenzien (DE BRABANDER ET AL., 1976). Durch die
Behandlung von Zellen mit Nocodazol konnte gezeigt werden, dass Nocodazol zur
Zerstorung des Spindelapparates fiihrt (MINN, BOISE & THOMPSON, 1996; WAHL ET AL.,
1996). Nocodazol bindet an B-Tubulin (WOLFF & KNIPLING, 1995) und fiihrt zu einer
Konformationsdnderung des Tubulins (SACKETT & VARMA, 1993), die wahrscheinlich die
Polymerisation behindert. Es kommt zur Schiadigung der mitotischen Spindel, wodurch die
Zellen zunidchst transient und p53-unabhéngig in der Mitose arretieren (LANNI & JACKS,
1998). Im Anschluss treten die Zellen ohne Zytokinese in die G1-Phase ein, um bei
intaktem p53 mit einem 4N DNA-Gehalt zu arretieren. Bei Zellen, die kein
funktionsfiahiges p53 besitzen, kommt es zur Endoreduplikation, Hyperploidie und

Mikronukleation (CROSS ET AL., 1995; MINN ET AL., 1996; WAHL ET AL., 1996).

Problemstellung

Die géngigen Chemotherapeutika fithren bei der Behandlung des duktalen
Pankreaskarzinoms zu keiner signifikanten Verlingerung der Uberlebenszeit. Ziel ist es
daher, durch neue Behandlungsstrategien die konservative Therapie des
Pankreaskarzinoms zu effektivieren. Hierfiir gibt es verschiedene Ansidtze. Neben
molekularen Behandlungsstrategien, die insbesondere die Expression von Onkogenen oder
Tumorsuppressorgenen modulieren, stellt der Einsatz von Medikamenten, welche die
Aktivitdt von Signaltransduktionsmolekiilen verdndern (vor allem von Proteinkinasen und
—phosphatasen), einen viel versprechenden Ansatz dar. Solche Substanzen konnen

moglicherweise allein (Monotherapie), in Kombination mit anderen Behandlungsverfahren
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wie Bestrahlung oder Gentherapie oder zur Sensibilisierung gegeniiber bekannten
Chemotherapeutika eingesetzt werden.

Einen neuen Therapieansatz konnte daher die Beeinflussung der Aktivitdt der Casein
Kinase 10 darstellen, die wichtige Funktionen bei der Chromosomensegregation austibt.
Verschiedene Studien zeigten, dass der CK16 spezifische Inhibitor IC261 insbesondere zu
Stérungen zentrosomaler Funktionen fiihrt. Uber die Wirkungen von IC261 in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika, insbesondere mit Spindelgiften, ist jedoch
bisher wenig bekannt. Preliminédre Ergebnisse in SV40 transformierten Zelllinien ergaben,
dass die negativen Effekte von klassischen Spindelgiften, wie z.B. die Polyploidie nach
Behandlung mit Nocodazol, durch die Kombinationsbehandlung mit IC261 teilweise
aufgehoben werden konnten. Obwohl alle bisherige Studien, in denen die Wirkung von
Spindelgiften auf Pankreastumore charakterisiert wurde, keine Therapie mit diesen
Substanzen rechtfertigten, konnte die Kombinationsbehandlung von Spindelgiften mit
IC261 ein neues Therapiekonzept fiir die Behandlung von Pankreastumoren darstellen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Wirkungen von IC261 auf genotypisch gut
charakterisierte Pankreastumorzelllinien allein oder in Kombination mit klassischen
Spindelgiften zu charakterisieren. Hierbei handelt es sich um etablierte Pankreaskarzinom-
zelllinien, die von Pankreaskarzinomen mit unterschiedlichem Grading und Staging
abstammen und unterschiedliche genetische Alterationen aufweisen. Zu diesem Zweck
sollten Wachstumskurven und Zellzyklusanalysen unbehandelter und behandelter Zellen
durchgefiihrt werden. Zudem galt es RNA und Proteinexpressionsanalysen vorzunehmen
sowie durch Immunfluoreszenzen zu untersuchen, ob infolge der IC261 Behandlung

strukturelle und numerische Verdnderungen der Zentrosomen auftreten.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

2.1.1 Kiufliche Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in Analysenqualitdt bezogen. Im

Einzelnen wurden verwendet:

Aprotinin (Produktname: Trasylol) Bayer, Leverkusen
B-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg

DAPI Serva, Heidelberg

DMEM Gibco Technologies, Eggenstein
ECL-Losungen Amersham, Freiburg

FCS Boehringer, Mannheim

IC261 Fa. ICOS Corporation (USA)
Leupeptin Boehringer, Mannheim
L-Glutamin-Losung Gibco Technologies, Eggenstein
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe

Nonidet P40 Fluka, Neu-Ulm

PBS Gibco Technologies, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin-Losung Gibco Technologies, Eggenstein
Polyvinylalkohol 25/140 Merck, Darmstadt

Protogel (30% Acrylamid/0,8%Bisacrylamid) National Diagnostics, England
RPMI Gibco Technologies, Eggenstein
TEMED Serva, Heidelberg

Tris-HCI Serva, Heidelberg

Triton X-100 Fluka, Neu-Ulm
Trypsin-Losung Gibco Technologies, Eggenstein
Tween-20 Fluka, Neu-Ulm
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2.1.2 Kiufliche Kits

BCA-Protein-Assay-Kit
Cycle Test Plus

Pierce, USA
Becton Dickinson, USA

Invisorb Spin Tissue RNA Mini Kit Roboscreen, Leipzig

2.2  Antikorper

Fiir Immunfluoreszenzen:

anti-a/pB-Tubulin (1:200)
anti —y-Tubulin (1:500)
anti -Pericentrin 3120 (1:200)

anti-Maus gekoppelt Alexa488
(1:500)

anti-Kaninchen gekoppelt
Alexa568 (1:500)

Fiir Western Blot Analysen:

anti -p53 (1:5000)
anti -p53 (1:1000)

anti-Maus Meerettich-Peroxidase

(HRP), gekoppelt (1:2000)
anti-Kaninchen
Meerettich-Peroxidase(HRP),
gekoppelt (1:2000)

anti-Schaf Meerettich-Peroxidase

(HRP), gekoppelt (1:2000)

Kaninchen, polyklonal (G. Rutter, HPI, Hamburg)
Maus, monoklonal (Sigma, Taufkirchen)
Kaninchen, polyklonal (MARTIN-SUBERO ET AL.,
2003)

Molekular Probes (Niederlande)

Molekular Probes (Niederlande)

Kaninchen, polyklonal (SAPU, Schottland)
Schaf, polyklonal (SAPU, Schottland)

monoklonal (Amershan, Freiburg)

polyklonal (Amersham, Freiburg)

polyklonal (SAPU, Schottland)
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23 Zelllinien

Tabelle 1A und B: Genotypische Charakterisierung etablierter Pankreaskarzinomzelllinien:
Zusammenfassung der Uber die Zelllinien bekannten Daten. DPCA = duktales Pankreaskarzinom,
Del = Verlust von Basenpaar, LOH = Verlust der Heterozytogenitat, VZ = Verdopplungszeit, wt =
Wildtyp, PM = Punktmutation (nicht definiert), Met = Methylierung, HD = Homozygoter Verlust.
(BARTON ET AL., 1991) (CHEN ET AL., 1992), (FOGH, WRIGHT & LOVELESS, 1977), (HAHN ET AL.,
1996), (HIRAI ET AL., 1985), (KALTHOFF ET AL., 1993), (LIEBER ET AL., 1975), (MEITNER ET AL.,
1983), (METZGAR ET AL., 1982), (MCGUINNESS ET AL., 1980), (MOORE ET AL., 2001) , (NAUMANN
ET AL., 1996), (OKABE, YAMAGUCHI & OHSAWA, 1983), (TAN ET AL., 1986) ,(YUNIS, ARIMURA &
RuUSSIN, 1977).

A
Histologie,
Zelllinien Herkunft vZ p53 K-ras DPC4
Grading
AsPC1 Ascitis DPCA, G2 26h Frameshift 12Gly-Arg 100Thr
BXPC3 Primartumor | DPCA, G2 24h 220Cys wt HD
Leberme-
Capan1 DPCA, G1 60h 159Val 12Val 343Stop
tastase
Lymphkno-
Colo357 DPCA, G1 24h Wi PM HD
tenmetastase
MiaPaCa2 | Primartumor | DPCA, G3 18h 248Arg-Trp 12Cys wt
Panc1 Primartumor | DPCA, G3 25h 273Arg-Cys 12Asp
Lymphkno-
Panc89 DPCA, G2 25h 220Tyr-Cys wt wt
tenmetastase
DPCA,
PancTul Primartumor 36h 176Cys-Ser 12Gly-Arg wt
G2-G3
B
Zelllinien | p16 | AKT2 13q BRCA2 17q MKK4 18q | DCC 9p
AsPC1 Del | Ampl. | LOH LOH HD LOH LOH
BXPC3 HD | Ampl. | LOH LOH LOH LOH
Capan1 HD LOH Del LOH | 221Stop | LOH LOH
Colo357 | Met LOH
MiaPaCa2 | HD LOH LOH LOH
Panc1 HD | Ampl. | LOH LOH LOH HD LOH
Panc89 HD
PancTul HD
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2.4 Zellkulturtechniken

2.4.1 Kultivierung von Zellen

Alle Zelllinien wurden auf Gewebekulturschalen der Fa. Nunc (Wiesbaden) in Dulbecco’s
modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM) und RPMI (Gibco) mit 10% fotalem
Kilberserum (FCS) bei 5% CO,, 85% Humiditit und 37°C kultiviert. Zum Passagieren
wurden die Zellen durch eine drei- bis fiinfminiitige Behandlung mit 0,05%-tiger Trypsin-
Losung (Gibco) bei 37°C von der Kulturschale gelost, durch Zugabe von Kulturmedium

verdiinnt und auf neue Gewebekulturschalen gegeben.

2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen von einer Gewebekulturschale mit Trypsin abgeldst,
zentrifugiert (400g, 3min, RT) und in 1,5ml Einfriermedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Einfrierr6hrchen (Nunc,Wiesbaden) sofort auf Eis gestellt, eine
Stunde in der oberen und tiber Nacht in der unteren Gasphase des Stickstofftanks belassen
und dann in fliissigem Stickstoff autbewahrt.

Auftauen der Zellen kurz bei 37°C im Wasserbad. Der Inhalt eines Einfrierrohrchens
wurde in 10ml Medium aufgenommen und zentrifugiert (400g, 3min, RT). Abgieen des
Uberstandes. Die sedimentierten Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und auf

Gewebekulturschalen gegeben. Nach ca. 24 h wurde das Medium erneuert.

Einfriermedium: 20ml 2x DMEM, 25ml FCS, 4ml 7,5% (w/v) NaHCO3, 6 ml DMSO.
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2.4.3 Zellziihlung

Zur Bestimmung der Proliferation wurden die entsprechenden Zelllinien (Panc89 und
PancTul) mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen in Triplikaten ausgesit. Am nichsten Tag
wurden die Zellen in Gegenwart von IC261 (1uM), Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM),
IC261 und Nocodazol (1uM/0,4uM) bzw. IC261 und Taxol (1uM/5nM) kultiviert. Da die
unterschiedlichen Agenzien in DMSO geldst wurden, wurden die Kontrollgruppen mit der
in den Versuchen verwandten hochsten Dosierung an DMSO (0,008%) behandelt. Die
Zellzahl wurde jeden Tag ausgezihlt. Um die Auswirkungen der einzelnen Behandlungen
auf das Wachstum beider Zelllinien bestimmen zu konnen, wurde die Zellzahl in den

folgenden 3 Tagen bestimmt und mit denjenigen unbehandelter Zellen verglichen.

2.5 Phasenkontrastmikroskopie

Zur Untersuchung der Verdnderungen der Zellmorphologie wurden die Zellen in
Gegenwart von IC261 (1uM), Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM), 1C261 und Nocodazol
(1uM/0,4uM) bzw. 1C261 und Taxol (1uM/5nM) fur 72h kultiviert. Da die
unterschiedlichen Agenzien in DMSO gelost wurden, wurden die Kontrollgruppen mit der
in den Versuchen verwandten hochsten Dosierung an DMSO (0,008%) behandelt. Zu den
entsprechenden  Zeitpunkten (4h, 8h, 12h, 24h, 36h, 48h, 72h) wurden
Phasenkontrastaufnahmen  (Olympusmikroskop XI81, Phasenkontrast, VergrofBerung

100x, Kamera: F-View II der Firma SIS Miinster) durchgefiihrt.

25



Material und Methoden

2.6 Immunzytochemie

2.6.1 Priparation von Zellen fiir Inmunfluoreszenzanalysen

Fiir die Immunfluoreszenzanalyse wurden die Zellen unbehandelt oder in Gegenwart von
IC261 (1uM), Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM), IC261 und Nocodazol (1uM/0,4uM),
IC261 und Taxol (1uM/5nM) bzw DMSO (0,08%) fiir mindestens 24h auf Deckgldschen
kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen und anschlieBend
mit -20°C kaltem Methanol fiir mindestens 4h fixiert. Danach wurden die Zellen 2mal mit
PBS gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen der Antikdrper wurden durch Inkubation
in 0,2% Gelatine in PBS fiir 1h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C abgesittigt.

Die Priaparate wurden zundchst mit 50ul eines spezifischen Antikorpers fiir 45min bei RT
inkubiert. Fiir die Darstellung des Mikrotubulinetzwerkes wurde ein polyklonaler
Antikorper benutzt, der fiir - und B-Tubulin spezifisch war (G. Rutter, HPI). Zentrosomen
wurden mit dem Pericentrin-Antikérper 3120 (MARTIN-SUBERO ET AL., 2003) dargestellt.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation der Préparate mit Spezies-
spezifischen, sekundédren, Alexa 488 oder Alexa 568-gekoppelten Antikdrpern (Molecular
Probes, Leiden Niederlande) fiir 30 bis 40min im Dunkeln. Nach weiteren Waschschritten
(3x waschen) mit PBS wurde bei manchen Préaparaten die zellulire DNA durch Inkubation
mit DAPI (0,1pg/ml, 10min, RT, im Dunkeln) angeféirbt. Danach wurden die Priparate mit
PBS und H,O gewaschen, bevor sie auf einem Objekttrager in PVA-Medium eingebettet
wurden.

Nach dem Aushidrten des PVA-Mediums konnten die Zellen im Fluoreszenzmikroskop
Olympus XI81 ausgeriistet mit einer hochauflosenden sw-Digitalkamera (F-Viewll, SIS,
Miinster) analysiert werden. Als Objektive wurden die Immersionsolobjektive 60x/1,6 der

Fa. Olympus verwendet.
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2.7 Durchflusszytometrie

Fir die Zellzyklusanalyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen fiir 36h in
Gegenwart von IC261 (1uM), Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM), 1C261 und Nocodazol
(1uM/0,4uM), IC261 und Taxol (1uM/5nM) bzw. DMSO (0,08%) kultiviert. Andere
Dosierungen an entsprechender Stelle beschrieben. Die Zellen wuden im Medium von der
Platte geschabt, damit auch die nicht mehr adhdrenten Zellen analysiert werden konnten.
Zentrifugieren der Suspension bei 400U/min, Smin bei 4°C. AbgieBen des Uberstandes,
resuspendieren des Zellpellets in kaltem PBS und bei 400U/min S5Smin bei 4°C
zentrifugieren. Fiir die Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen wurde der Cycle Test
Plus Kit der Firma Becton Dickinson (USA) verwendet. Das Zellpellet wurde in 1ml
FACS-Puffer resuspendiert und bei -20°C eingefroren, um die Proben zu einem spiteren
Zeitpunkt im Durchflusszytometer zu analysieren.

Nach dem Auftauen wurde die Zellsuspension bei 400U/min 5min bei 4°C zentrifugiert
und das Zellpellet in 250ul Losung A (Trypsin-Puffer) resuspendiert. Nach 10 miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde 200ul Losung B (Trypsin-Inhibitor und RNAse)
zugegeben. Nach weiteren 10 Minuten Inkubation wurden 200ul Losung C (Propidium-
Jodid Losung) hinzugetiigt und fiir 10 Minuten in Dunkelheit bei 2-8°C inkubiert.

Die Propidium-Jodid geférbten Zellen wurden durch ein Metallnetz (50um) gefiltert und
ihr DNA-Gehalt mit dem Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson bestimmt. Die

Auswertung erfolgte mit der Software CELL QUEST.

2.8 Proteinanalytische Methoden

2.8.1 Herstellung von zellfreien Proteinextrakten

Fir die Extraktion von Proteinen wurden die Zellen fiir 36h in Gegenwart von IC261
(1uM), Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM), IC261 und Nocodazol (1uM/0,4uM), 1C261
und Taxol (1uM/5nM) bzw. DMSO (0,08%) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen
im Medium von der Platte geschabt und in einer Zentrifuge bei 400U/min, Smin bei 4°C

zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in kaltem PBS aufgenommen und erneut bei
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400U/min 5min bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in 100ul Lysispuffer

aufgenommen und bei -20°C eingefroren.

NP40-Lysispuffer: 50mM Tris-HCI (pH 8,0), 120mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 0,5%
(v/v) NP-40, 1 mM EDTA, ImM EGTA

50uM Leupeptin und 30uM Aprotinin frisch dazugeben.

2.8.2 Quantifizierung der Proteinmenge

Zur Proteinbestimmung wurde der BCA Protein Assay-Kit der Fa. Pierce verwendet. Die
Lysate wurden 20 Minuten auf Eis aufgetaut und in einer Zentrifuge bei 14000g, 15min bei
4°C zentrifugiert. Von einer 1:4 Verdiinnung wurden 10ul Uberstand in 200l
Reagenzgemisch gelost. In einer 96 Well-Platte wurde eine BSA-Eichreihe zur
Quantifizierung der Proteinmengen erstellt. Nach 30min Inkubation bei 37°C im Dunkeln

wurde die optische Dichte der Proteinlosung bei 595 nm im Spektrometer gemessen.

Reagenzgemisch: 12ml Reagenz A + 240ul Reagenz B (BCATM Protein
Assay Reagenz A und B) der Firma Pierce

2.8.3 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-

gelelektrophorese

Fir die SDS-Page wurde das Polyacrylamidsystem von Laemmli (1970) und Maizel
(1971) verwendet. Es wurden Gele der Abmessungen 90mm x 80mm x 0,75mm und eine
Elektrophoreseapparatur der Fa. BioRad verwendet. Das Sammelgel enthielt 0,1% (w/v)
SDS, 4% (w/v) Acrylamid und 130mM Tris-HCI (pH6,8), 0,09% (w/v) APS und 0,3%
(v/v) TEMED. Das Trenngel enthielt 0,1% SDS, 7,5-15% Acrylamid, 130mM Tris-HCI
(pH 8.8), 0,05% APS und 0,12% TEMED. Das Verhiltnis Acrylamid/Bisacrylamid betrug

37,5:1. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen auf das
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Gel 5Smin auf 95°C erhitzt. Die Proteine wurden im Sammelgel bei einer Spannung von

80V konzentriert und im Trenngel bei 180V getrennt.

SDS-Probenpuffer (6x): 130mM Tris-HC1 (pH 6,8), 10% p-Mercaptoethanol,
20% (v/v) Glycerin, 4,6% (w/v) SDS, 0,2% (w/v)
Bromphenolblau

SDS-Elektrophoresepuffer: 25mM Tris-HCI, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

2.84 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Fir den Transfer von Proteinen aus Gelen auf PVDF-Membranen wurde eine
Nassblotapparatur (Mini-Trans Blot Kammer, Biorad) verwendet. Drei Lagen Whatman-
Papier wurden in Tris-Glycin Puffer getrankt und das Gel vorsichtig daraufgelegt. Die in
Methanol aktivierte PVDF-Membran wurde blasenfrei auf das Gel gelegt und mit weiteren
Lagen des angefeuchteten Whatman-Papiers bedeckt. Die Proteine wurden in Richtung

Anode fiir 2h bei 60V auf die PVDF-Membran transferiert.

Tris-Glycin Puffer: 192mM Glycin, 50mM Tris-HCI (pH 8.3)

2.9 Nachweis von Proteinen

2.9.1 Immundetektion (Western Blot Analyse)

Mit der Immundetektion wurden Proteine auf der PVDF-Membran mit spezifischen
Antikorpern sichtbar gemacht. Unspezifische Bindungsstellen der Antikorper auf der
Membran wurden mit Blockpuffer in 1h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C abgesittigt. Die
anschliefenden Inkubationen der Membran mit Antikdrpern wurden in Blockpuffer
durchgefiihrt. Die Inkubation mit den jeweiligen primdren Antikorpern erfolgte fiir 45min

bei RT. Nach 2maligem Waschen fiir 10min in Blockpuffer wurde die Membran mit dem
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Meerrettichperoxidase-gekoppelten, Spezies-spezifischen sekundédren Antikorper fiir
30min bei RT inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran dreimal fiir je 10min in
Waschpuffer gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ECL-Chemilumineszenzsystem, bei dem durch
Wasserstoffperoxid Luminol oxidiert wird. Durch die Anregung des Luminolmolekiils
wird Licht der Wellenldnge A=428nm emittiert. Die Reaktion wird durch die Antikorper-
gebundene Peroxidase HRP in alkalischer Losung katalysiert. Je 10ml der ECL-Losungen
1 und 2 wurden gemischt und die Membran fiir 1 bis 2min darin inkubiert. Im Dunkeln
wurden dann Rontgenfilme (Kodak, Chalon-Sur-Saone, Cedex, Frankreich) in

verschiedenen Zeitintervallen belichtet.

Waschpuffer:  0,05% (v/v) Tween-20 in PBS

Blockpuffer: 5% (w/v) Milchpulver in Waschpuffer

ECL-Losung 1:  2,5mM Luminol, 0,4mM Paracumarsédure, 100mM Tris-HCI (pH 8.5)
ECL-Losung 2: 5,4mM H,0,, 100mM Tris-HCI (pH 8.5)

2.10 RNA-Extraktion

Fir die RNA-Bestimmung wurden die Zellen fiir 36h in Gegenwart von 1C261 (1uM),
Nocodazol (0,4uM), Taxol (5nM), IC261 und Nocodazol (1uM/0,4uM), IC261 und Taxol
(1uM/5nM) bzw DMSO (0,08%) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen im Medium
von der Platte geschabt und in einer Zentrifuge bei 400U/min, Smin bei 4°C zentrifugiert.
AbgieBen des Uberstandes und Aufnahme des Zellpellets in kaltem PBS. Erneutes
zentrifugieren bei 400U/min, Smin bei 4°C. Das Zellpellet wurde in 800ul RNA-Puffer
aufgenommen und anschlieBend bei -20°C eingefroren.

Die quantitative Bestimmung der RNA erfolgte durch die Firma Roboscreen (Leipzig).
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3. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, zum einen die subzelluldre Verteilung von CK19 in etablierten und
gut charaktierisierten Pankreaskarzinomzelllinien, sowie die Auswirkung des Casein
Kinase 18/e spezifischen Inhibitors IC261 und klassischer Spindelgifte allein, als auch in
Kombination auf das Wachstumsverhalten von Pankreaskarzinomzelllinien zu unter-

suchen.

3.1. Subzelluliire Lokalisation von CK16 in Pankreaskarzinomzellen

Um die subzelluldre Lokalisation von CK16 in Pankraskarzinomzelllinien analysieren zu
konnen, wurden in AsPC1, BXPC3, Capanl, Colo357, MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und
PancTul Zellen Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt.

Fuar die Detektion der Casein Kinase 18 wurde der CK14-spezifische, monoklonale

Antikorper 128 A verwendet.

In allen 8 untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien war CK16 in den Interphasezellen im
Zytoplasma lokalisiert. Exemplarisch ist dieses fiir BXPC3 und Panc89 Zellen in Abb.7A
und B dargestellt. Neben dem partikuldr angefarbten Zytoplasma war eine Fluoreszenz
insbesondere im perinukledren Zellbereich zu erkennen. Es kam im Rahmen der CK16-
Detektion vor allem bei den Panc89 Zellen zur Ausbildung von punktformigen Strukturen.
Auffillig waren zumeist zwei groB3e stark leuchtende Punkte in der Nédhe des Zellkerns.

In den mitotischen Zellen, exemplarisch fiir BXPC3 und Panc89 Zellen in Abb. 8§ C und D
dargestellt, zeigt sich eine diffuse Verteilung von CK19 iiber die gesamte Zelle mit kleinen
Aussparungen im Bereich der Chromosomen. Es fiel auf, dass sich CK10 an einzelnen
Punkten innerhalb der Zelle in dichteren Strukturen bestand. Zur Klédrung, ob diese
Anhdufung von CK1d mit einer Assoziation oder Kolokalisation mit Zellorganellen im

Zusammenhang steht, wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt.

31



BXPC3

Panc89

Ergebnisse

CK18 CK18

Abb.8: Subzelluldare Lokalisation von CK16 in der Interphase und Mitose von BXPC3 und
Panc89 Zellen. Zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von CK18 wurden die Zellen auf
Deckglaschen kultiviert und in Methanol fixiert. Zur Detektion wurde CK18 mit dem
monoklonalen Mausantikérper IC128A und dem sekundaren Antikoérper Alexa 568 (rot) markiert.
Hierbei zeigt sich eine granuldre zytoplasmatische Lokalisation von CK18 (600-fache Ver-
gréfRerung).

3.1.1. Assoziation von CK16 mit Zentrosomen in Pankreaskarzinomzell-

linien

Da CK19 in Fibroblasten konstitutiv mit den Zentrosomen assoziiert (Behrend et al.,
2000), sollte geklart werden, ob diese Assoziation auch in Pankreaskarzinomzelllinien
nachgewiesen werden kann. Zu diesem Zweck wurden zusétzliche Immunfluoreszenzen
durchgefiihrt, bei denen Pericentrin und CK16 mit Hilfe von spezifischen priméren
Antikorpern und entsprechenden markierten sekunddrem Antikdrpern nachgewiesen
wurden. Die zelluldire DNA wurde zudem mit DAPI markiert.

In allen 8 untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien fand sich eine zytoplasmatische
Lokalisation von CK13 in Interphasezellen. Interessanterweise konnte gezeigt werden,

dass CK 18 mit Pericentrin in der Interphase kolokalisiert (siche Abbildung 9).

32



Ergebnisse

BXPC3

\

Pericentrin

Panc89

Pericentrin Overlay

Abb.9: Subzelluldre Lokalisation von CK15 in Interphasezellen von BXPC3 und Panc89.
Zur Detektion wurde CK16 mit dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und dem
sekundaren Antikérper Alexa 568 (rot), sowie der Zentrosomen mit Pericentrin  und dem
sekundaren Antikérper Alexa 488 (grun) markiert. Die DNA wurde mit DAPI angeféarbt

(blau). Im Overlay ist die Kolokalisation von CK15 und Pericentrin sichtbar (Pfeil) (600-fache
VergroRerung).

Pericentrin Overlay

Abb.10: Subzelluldre Lokalisation von CK16 in mitotischen BXPC3 und Panc89 Zellen.
Zur Detektion wurde CK18 mit dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und die Zentrosomen
mit Pericentrin (3120) markiert. Es sind jeweils zwei punkifémige Strukturen mit einer

deutlichen fluoreszierenden Mehranreicherung von CK18 und Pericentrin zu erkennen (Pfeil)
(600-fache Vergrofierung).
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Interessanterweise assoziiert CK 19 nicht nur in Interphasezellen mit Pericentrin, sondern

wie in Abbildung 10 ersichtlich konnte in mitotischen Zellen ebenfalls eine Kolokalisation

von CK18 mit Pericentrin nachgewiesen werden. Im Overlay ist zu erkennen, dass es
sowohl bei der sich teilenden Panc89 (siche Abbildung 10C) als auch der BXPC3 Zelle
(Abb. 10F) zur Assoziation von CK 106 und Pericentrin kommt.

3.1.2. Detektion von CK186 und Mikrotubuli in Pankreaskarzinom-

zelllinien

Um zu priifen, ob CK 16 auch mit dem Spindelapparat morphologisch verbunden ist, wurde
CK16 mit dem spezifischen Antikorper 128A in Kombination mit den Mikrotubuli durch
o/B-Tubulin in der Immunfluoreszenz dargestellt. Es war in beiden Zelllinien in der
Interphase keine Assoziation von CK 16 an Tubulin zu erkennen.

In den mitotischen Zellen lieB sich zeigen, dass CK1d zumindest partiell mit dem
Spindelapparat verbunden ist (siche Abbildung 11). Besonders am Ansatzpunkt des

Spindelapparates an den Zentrosomen fand sich eine deutliche CK16 -Markierung.

BXPC3

a/B-Tubulin

Panc89

o/B-Tubulin Overlay

Abb.11: Subzelluldre Lokalisation von CK16 in mitotischen BXPC3 und Panc89 Zellen.
Fixierte Zellen wurden zur Detektion von CK18 mit dem monoklonalen Mausantikérper IC128A
und die Mikrotubuli mit o/B-Tubulin markiert. In der Nahe der Zentrosomen ist eine
fluoreszierende Mehranreicherung von CK18 im Bereich der mitotischen Spindel im Overlay
zu erkennen (Pfeil) (600-fache VergréRerung).
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass CK18 in den Interphasezellen verstirkt in Form
granuldrer Strukturen gefunden wird. In beiden dargestellten Zelllinien befand sich CK16
vermehrt im perinukledren Bereich. Eine Assoziation von CK16 mit den Mikrotubuli war
in den mitotischen, nicht aber in den Interphasezellen zu beobachten. Sowohl in

Interphasezellen als auch in mitotischen Zellen assoziiert CK 16 an den Zentrosomen.

3.2. Bestimmung der CKI106-Expressionslevel auf mRNA- und Protein-

ebene in etablierten Pankreaskarzinomzelllinien

Da sich die verschiedenen Pankreastumorzelllinien genotypisch unterscheiden (siehe
Tabelle 1A und B in Material und Methoden) und ihre Etablierung aus Primértumoren und
Metastasen erfolgte, stellte sich die Frage, ob in den einzelnen Pankreaskarzinomzelllinien
Unterschiede im CK18 Expressionslevel auf mRNA- und/oder Proteinebene nachzuweisen
sind.

Zur quantitativen Bestimmung der mRNA Konzentrationen von CK18 wurde die RNA
isoliert und in Zusammenarbeit mit der Firma Roboscreen die Konzentration der
Transkripte fiir CK16 bestimmt. Die Ergebnisse der mRNA Analysen der einzelnen
Zelllinien sind in Tabelle 2 aufgelistet. Fiir CK16 wurden zelllinienspezifische Unter-
schiede in der Expressionsrate der Transkripte fiir CK18 nachgewiesen. Die hochsten
Werte zeigten sich hierbei bei Pancl Zellen, die eine 6fach hohere Expression von CK16

spezifischer mRNA als MiaPaCa2 und PancTul Zellen aufwiesen.

Tabelle 2: Bei den 8 Pankreaskarzinomzelllinien wurden fir CK18 die spezifischen RNA-

Expressionslevel bestimmt. Die Werte sind in zmol/amol GAPDH angegeben.

AsPcl

BxPC3

Capanl

Colo357

MiaPaCa2

Pancl

Panc89

PancTul

CK16

24,6

15,2

23.8

12,4

10,9

64.1

16,5

10,7
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Da deutliche Unterschiede in der CK18 —Expression auf mRNA Ebene gefunden wurden,
sollte durch Bestimmung der CK18-Proteinmengen in AsPC1, BXPC3, Capanl, Colo357,
MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und PancTul Zellen untersucht werden, ob diese Unterschiede
auch auf Proteinebene nachweisbar sind. Dazu wurden Lysate der 8 Pankreaskarzinom-
zelllinien, wie in Material und Methoden beschrieben, hergestellt und jeweils gleiche
Proteinmengen in der SDS-PAGE aufgetrennt und CK16 anschlieBend im Western Blot
detektiert. Dabei zeigte sich, dass bis auf AsPC1 und BXPC3 Zellen, bei denen auf
Proteinebene ein geringerer CK16 Level zu beobachten war, alle Zelllinien Zhnliche

Mengen an CK 16 exprimierten (siche Abbildung 12).
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Abb.12: Analyse der CK15-Expression der 8 vorbeschriebenen Pankreas-

karzinomzelllinien. Die Lysate der Zellen wurden auf PVDF-Membranen
transferiert. Der Nachweis von Ck16 erfolgte mit dem Ck13-spezifischen
polyklonalem Antiserum der Firma ICOS und einem sekundaren anti-Kaninchen
HRP-gekoppeltem Antikérper. Zum Nachweis, dass &hnliche Proteinmengen
aufgetragen wurden, wurde p-Aktin detektiert.
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3.3. Auswirkungen von IC261 und klassischen Spindelgiften allein und in
Kombination auf das Wachstum etablierter Pankreaskarzinom-

zelllinien

Die Inhibition von CK18 durch IC261, einem ATP-Analogon, kann &hnlich wie
Spindelgifte einen transienten mitotischen Arrest der Zellen auslésen und in Abhangigkeit
von p53 zu einem Zellzyklusarrest oder zur Endoreduplikation der Zellen fiihren
(BEHREND ET AL., 2000). Da hieraus im Regelfall eine Wachstumshemmung der
behandelten Zellen resultiert, sollte zunichst die Wirkung von IC261 und Spindelgiften auf

das Wachstumsverhalten etablierter Pankreaskarzinomzelllinien untersucht werden.

3.3.1. Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von unbehandelten
und behandelten (IC261, Nocodazol, Taxol allein oder in
Kombination) PancTul und Panc89 Zellen

Zur Bestimmung des Wachstumsverhaltens von Panc89 und PancTul Zellen wurden von
Kontrollzellen und Zellen, die mit IC261, Nocodazol und Taxol allein oder in Kombination
behandelt wurden, Wachstumskurven erstellt. Sowohl die Behandlung von Panc89
(Abb.13a) als auch von PancTul Zellen (Abb.13b) mit den oben genannten Substanzen,
filhrte jeweils zu einer dhnlich stark ausgeprigten Wachstumsinhibition nach 72h.
Auffillig war jedoch, dass es nach 24h Behandlung mit Taxol zundchst noch zu einer
Zellzahlvermehrung gekommen war, bevor auch bei diesen Zellen die Behandlung nach

48h zu einer deutlichen Wachstumsinhibition fiihrte.
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Zellen

Abb. 13a und b:

Zellen

Wachstumskurven behandelter Panc89 Zellen
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allein und in Kombination behandelter Panc89-

Wachstumsverhalten MOCK behandelter (DMSO), IC261, Nocodazol, Taxol
und PancTu1 Zellen.

Nach dem Aussahen von 1x10° Panc89 (a) und PancTu1 Zellen (b) in Triplikats

und Zugabe der entsprechenden Agenzien,

wurden die Zellen taglich

ausgezahlt. Hierbei zeigte sich in beiden behandelten Zelllinien eine starke

Beeintrachtigung des Zellwachstums.
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3.4. Morphologische Verinderungen von Pankreaskarzinomzellen nach
Behandlung mit dem Kinaseinhibitor 1C261, mit den Spindelgiften

Nocodazol und Taxol, sowie der Kombination dieser Substanzen

In den Wachstumskurven wurde nachgewiesen, dass es sowohl durch IC261 als auch durch
klassische Spindelgifte zu einer sehr effizienten Proliferationshemmung der
Pankreaskarzinomzelllinien kommt. Da sich bereits in der Lichtmikroskopie auffillige
morphologische Verdnderungen bei den behandelten Pankreaskarzinomzelllinien gezeigt
hatten, wurden diese mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie genauer untersucht. Dazu
wurden Panc89 und PancTul Zellen fiir 72h mit den oben benannten Agenzien behandelt
und zu den entsprechenden Zeitpunkten (4h, 8h, 12h, 24h, 36h, 48h, 72h) durch
Phasenkontrastaufnahmen untersucht und dokumentiert. In den Abbildungen 13a und 13b
ist zu erkennen, dass sich die entsprechend behandelten Panc89- und PancTul Zellen mit
der Zeit immer mehr abrundeten und den Kontakt zur Oberfléche verloren. Bereits 4h nach
IC261 Behandlung konnte ein vermehrtes Abrunden der Panc89 und PancTul Zellen
beobachtet werden. Nach 48h waren annihernd alle Panc89 Zellen und die meisten
PancTul Zellen abgerundet (Abb.14a). Nocodazol behandelte Zellen wiesen ebenfalls
nach 48h eine #hnlich veridnderte Morphologie wie IC261 behandelte Zellen auf.
Allerdings war die Anzahl an abgerundeten Zellen noch hoher als nach IC261 Behandlung.
Bei der Doppelbehandlung der Zellen mit IC261 und Nocodazol trat ein additiver Effekt
auf. Bereits nach 24h befanden sich vergleichbar viele Zellen in einem abgerundeten
Zustand, wie dies bei den jeweiligen Einzelbehandlungen erst nach 48h zu beobachten war.
Interessanterweise zeigten die mit dem Mikrotubuli stabilisierenden Spindelgift Taxol
behandelten Zellen phasenkontrastmikroskopisch ein ganz anderes morphologisches Bild
(Abb.14b). Obwohl Zellen unter Taxolbehandlung in ihrem Wachstum gehemmt wurden
(siehe 3.3.1.), waren nach 24h im Vergleich zu IC261 und Nocodazol behandelten Zellen
eine geringere Zahl an abgerundete Zellen nachweisbar. Morphologisch zeigten sich kaum
Verdnderungen im Vergleich zu den MOCK (DMSO) behandelten Kontrollzellen.
Hingegen fiihrte die Doppelbehandlung der Zellen mit Taxol und IC261 zu &dhnlichen
Effekten wie sie bei der Einzelbehandlung der Zellen mit IC261 beobachtet wurden. Sehr

viele Zellen waren bereits nach 24h Behandlung abgerundet.
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Abb.14a: Veranderungen der Zellmorphologie von MOCK (DMSO), 1C261, Nocodazol, und
IC261/Nocodazol behandelten Panc89 und PancTul Zellen (nach 24h, bzw. 48h),
dargestellt durch Phasenkontrastaufnahmen (Olympusmikroskop XI81, Phasenkontrast,

VergroRerung 100x).
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Panc89 PancTul

DMSO

1C261

Taxol

IC261/TAX

Abb.14b: Verinderungen der Zellmorphologie von MOCK (DMSOQO), 1C261, Taxol und
IC261/Taxol nach 24h behandelten Panc89 und PancTul Zellen, dargestellt durch

Phasenkontrastaufnahmen (Olympusmikroskop X181, Phasenkontrast, Vergréf3erung
100x).
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3.5. Auswirkung der IC261 Behandlung auf den Zellzyklus von

Pankreastumorzelllinien

Anhand der durchgefiihrten Wachstumskurven und morphologischen Analysen lieBen sich
keine exakten Aussagen iiber Zellzyklusverdanderungen im Verlauf der Behandlung der
Zellen mit IC261 und Spindelgiften allein oder in Kombination mit IC261 treffen. Daher
wurde mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen (FACS) die Auswirkungen der
oben genannten Behandlungen auf die Zellzyklusverteilung der acht verschiedenen
Pankreatumorzelllinien (AsPC1, BXPC3, Colo357, Capanl, MiaPaCa2, Pancl, Panc89,
PancTul) zu unterschiedlichen Zeitpunkten charakterisiert.

Zunéchst musste jedoch ausgeschlossen werden, dass die Untersuchungsergebnisse durch
das fur die Aufnahme des Kinaseinhibitor 1C261 verwendete Losungsmittel DMSO
beeinflusst werden, da eine zellschddigende Wirkung von DMSO bekannt ist. Aus diesem
Grund wurden alle Zelllinien, mit der in den Versuchen verwendeten hochsten
Konzentration an DMSO (0,008%) fiir 36h behandelt. Es zeigte sich, dass DMSO, in der
verwendeten Konzentration im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle, keine
nachweisbaren Effekte auf den Zellzyklus von Pankreaskarzinomzellen hat. Exemplarisch

ist dieses in Abb.15 fiir Panc89 Zellen gezeigt.

FL2-R PL2-. FL2-.
Pancds 21.10.02.008 ] Pance9 21.10.02.009 c Pancss 21.10.02

FL2-A

12h 24h 36h
Abb.15: Durchflusszytometrische Analysen von DMSO-behandelten Panc89 Zellen. Die
Panc89 Zellen wurden fur 36h mit 0,008% DMSO behandelt. Nach 4h, 8h, 12h, 24h und
36h erfolgte eine Bestimmung des DNA-Gehaltes im Durchflusszytometer. Es wurden

keine deutlichen Unterschiede beobachtet.
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Die gewihlte 1C261 Konzentration (1uM) fithrte bei den durchgefiihrten Wachstums-
kurven zu einer sehr ausgeprdgten Wachstumsinhibition. Daher wurde anschlieBend
tiberpriift, ob IC261 bereits in niedrigeren Konzentrationen die Zellproliferation
beeinflusst.

Da in IC261 Konzentrationen iiber 10uM neben CK18 noch weitere Kinasen in ihrer
Aktivitdt beeinflusst werden, erfolgten zur spezifischen Hemmung von CKI13 die
Untersuchungen bei allen 8 oben genannten Pankreaskarzinomzelllinien mit 1C261
Konzentrationen von 0,1-1,6uM. DMSO (Kontrolle) und IC261 behandelte Zellen wurden
nach 12 Stunden mit dem Farbstoff Propidiumiodid gefiarbt und im Durchflusszytometer
untersucht. Die Analysen zeigten (sieche Abb.16), dass bei einer Konzentration von 0,1 und
0,2uM 1C261 kaum Auswirkungen auf den Zellzyklus der Pankreaskarzinomzelllinien zu
beobachten waren. Eine Ausnahme stellten jedoch BXxPC3 Zellen dar, bei denen es bereits
bei einer 1C261 Konzentration von 0,2uM zu einem deutlichen Anstieg der Zellen mit
einem DNA-Gehalt von 2Nx kam. Interessanterweise fithrte die Behandlung von BxPC3
Zellen mit hoheren 1C261 Konzentrationen (0,4-1,6uM) nur zu einer geringfligigen
Zunahme an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx. Bei einer Konzentration von 0,4uM
IC261 kam es auch bei Capanl, MiaPaCa2 und PancTul Zellen zu einer Anreicherung an

Zellen mit einem héheren DNA Gehalt.
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Abb.16: Behandlung von Pankreaskarzinomzellen mit verschiedene IC261- Konzentrationen

Der DNA-Gehalt der Pankreaskarzinomzellen wurde nach 12h Behandlung mit 0,1uM,
0,2uM, 0,4uM, 0,8uM und 1,6uM des Caseinkinase-spezifischen Inhibitors 1C261 durch
FACS-Analysen bestimmt.
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Hohere Konzentrationen von IC261 fiihrten sowohl bei MiaPaCa2 als auch Capanl Zellen
zu einem weiteren Anstieg der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx. Ahnlich wie bei
BXPC3 Zellen wurde dieser Effekt bei PancTul Zellen nicht beobachtet. Bei diesen beiden
Zelllinien @nderte sich das Verhéltnis von Nx zu 2Nx durch Dosissteigerung von 1C261 auf
0,8 und 1,6uM nur wenig. Ab einer Konzentration von 0,8uM IC261 hatten bei allen
Zelllinien mehr als die Hélfte der Zellen einen DNA Gehalt von 2Nx. Durch Steigerung
der IC261 Dosis auf 1,6uM lieen sich in der durchflusszytometrischen Analyse nur noch
geringe Zellzyklusverdnderungen beobachten. Bei Capanl, MiaPaCa2 und Panc89 Zellen
wurden bei unterschiedlichen IC261 Konzentrationen ein geringer Prozentsatz an
polyploiden Zellen nachgewiesen. Hingegen zeigte sich bei behandelten Pancl Zellen, dass
es schon bei niedrigen Konzentrationen von IC261 zum Auftreten von Polyploidie kam.
Der Anteil dieser Zellen nahm mit Steigerung der IC261 Konzentration zu. Bei 1C261
Konzentrationen von 0,8 und 1,6uM trat auch bei AsPC1 Zellen Polyploidie auf.
Allerdings betrug deren Anteil deutlich weniger als 10%. Die Behandlung der Zellen mit
niedrigen 1C261 Konzentrationen (bis 0,4uM) fiihrte bei BXPC3, PancTul und MiaPaCa2
teilweise zum Auftreten von Zellschrott.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass unter dem Einfluss von IC261 alle 8
Pankreaskarzinomzelllinien eine deutliche Zunahme der Zellen mit einem DNA-Gehalt
von 2Nx zeigten. Es war die Ausbildung von polyploiden Zellen zu erkennen. Zudem kam
es bei anndhernd allen Zelllinien zum Auftreten von Zellschrott. Aus den einzelnen
Zellzyklusanalysen kann geschlossen werden, dass die IC261 induzierten Effekte

konzentrationsabhédngig und zelllinienspezifisch sind.
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3.6. Charakterisierungen der Auswirkungen der Behandlung der
verschiedenen Pankreastumorzelllinien mit IC261 und Spindel-

giften einzeln bzw. in Kombination

Da bei einer Konzentrationen zwischen 0,8 und 1,6uM bei allen Zelllinien deutliche IC261
Effekte nachweisbar waren, wurde im néchsten Schritt die Wirkung von IC261 in einer
Konzentration von 1uM auf den Zellzyklusnmit derjenigen von Nocodazol und Taxol in
verschiedenen Pankreastumorzelllinien iiber einen Zeitraum von 36 Stunden verglichen.
Die grofiten Effekte des Kinaseinhibitors und der Spindelgifte auf den Zellzyklus
pankreatischer Tumorzelllinien im Vergleich zu den DMSO behandelten Kontrollzellen,
wurde nach 36h Behandlung festgestellt und sind in Abbildung 17 dargestellt.

Dabei ist festzustellen, dass es grundsitzlich in allen IC261 behandelten Zelllinien zu
einer Anhdufung von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx kam. Es lassen sich jedoch
Zelllinien-spezifische Unterschiede nachweisen. Wéhrend iiber 90% der BXPC3 Zellen
nach IC261 Behandlung einen DNA-Gehalt von 2Nx aufwiesen, war der Anteil von Zellen
mit einem DNA-Gehalt von 2Nx in anderen Zelllinien nicht ganz so hoch (40%-80%). Des
Weiteren trat eine Variation in der Anzahl von polyploiden Zellen auf. So stieg nach 36h
IC261 Behandlung in Pancl Zellen die Anzahl der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4Nx
auf 12,5% an. In den anderen pankreatischen Tumorzelllinien wurden nach 1C261
Behandlung nur wenige oder keine Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4Nx nachgewiesen.
Ein geringer Anteil der Zellen war nach 36h IC261 Behandlung abgestorben und konnte
zusammen mit den Zelltrimmern im Durchflusszytometer mit einem DNA-Gehalt kleiner
Nx (sub-Gl1-Fraktion) dargestellt werden. Am deutlichsten war dieser Effekt bei den
Panc89 Zellen nach 36h zu beobachten, bei denen annihernd die Héilfte der Zellen aus
abgestorben Zellen und Zelltrimmern bestand. Bei den anderen Zelllinien betrug der
Anteil der sub G1-Fraktion jedoch héchsten 20% (sieche Abbildung 17).

Des Weiteren wurden die Auswirkungen der Spindelgifte Nocodazol und Taxol auf den
Zellzyklus der pankreatischen Tumorzelllinien untersucht. Die Behandlung der einzelnen
Pankreastumorzelllinien mit 0,4uM des Mikrotubuli-destabiliserenden Agens Nocodazol
zeigte dhnliche Effekte auf die Zellzyklusverteilung, wie die Inhibition von CK15. Bei
allen Zelllinien kam es zu einer deutlichen Anhdufung an Zellen in der G2/M-Phase.

Besonders ausgeprigt zeigte sich dieser Effekt bei den AsPC1, Panc89 und BXPC3 Zellen
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(52-60%). Ein vermehrtes Auftreten von Zellen in der sub G1-Fraktion war ebenfalls bei
allen Zelllinien zu erkennen, allerdings machte diese Fraktion nur bei MiaPaCa2 und
Pancl Zellen mehr als 20% aus. Polyploide Zellen kamen aufler in Colo357 und Capan |
ebenfalls nach 36h bei allen Zelllinien vor. Aber dhnlich wie bei IC261 lag ihr Anteil bei
weniger als 5%.

Das Mikrotubuli-stabilisierende Spindelgift Taxol hingegen hatte vollig andere Effekte auf
die Pankreaskarzinomzelllinien. Die Behandlung mit 5nM Taxol fiihrte bei AsPCI,
BXPC3, Panc89 und PancTul Zellen zum Absterben der Zellen. Bei Capan I schien Taxol
fast keine Effekte auf die Zellen auszuiiben. Ein vermehrtes Auftreten an Zellen mit einem
DNA-Gehalt von 2Nx wurde bei keiner der 8 Pankreaskarzinomzelllinien beobachtet.
Zusitzlich wurde untersucht, wie sich die Pankreaskarzinomzelllinien bei einer
Kombinationsbehandlung der Spindelgifte Nocodazol oder Taxol mit dem Kinaseinhibitor
IC261 verhalten. In prelimindren Ergebnissen bei SV-40 transformierten Zellen lie3 sich
zeigen, dass eine Behandlung von Tumorzellen mit Nocodazol zum Teil zu Polyploidie
fithrte, aber bei einer Kombination mit dem Kinaseinhibitor IC261 keine Zellen mit einem
DNA-Gehalt von 4Nx auftraten. Die an den Pankreaskarzinomzelllinien durchgefiihrten
Kombinationsbehandlungen mit IC261 und Nocodazol ergaben, dass weder bei den Pancl
noch bei den Panc89 behandelten Zellen im Gegensatz zu den jeweiligen
Einzelbehandlungen mit diesen Substanzen, polyploide Zellen nachzuweisen waren. Der
Vergleich der DNA-Verteilungsmuster mit denen der Einzelbehandlungen zeigte einen
deutlichen Anstieg an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx.

Da die Behandlungen mit IC261 und Taxol bei den Pankreaskarzinomzelllinien zu
unterschiedlichen Effekte fiihrten, wurde uberpriift, welche Wirkungen durch eine
Kombination dieser beiden Substanzen erzielt werden konnte. Dabei zeigte sich, dass die
Doppelbehandlung der Zellen mit Taxol und IC261 &hnliche Effekte wie die
Einzelbehandlung mit IC261 hervorrief. Dies war vor allem bei den BXPC3, Capanl,
MiaPaCa2 und Pancl Zellen zu beobachten. Unter Kombinationsbehandlung kam es zu
einer deutlichen Anhdufung von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx, welche unter
dem Einfluss von IC261, nicht aber bei der Taxol Behandlung aufgetreten waren. Fiir die
anderen Zelllinien fiihrte die gewdhlte Konzentration zum vermehrten Absterben der

Zellen.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die induzierten zelluldren Verdnderungen,
bezogen auf den DNA-Gehalt von Pankreastumorzelllinien, durch die Behandlung mit dem
Kinaseinhibitor IC261 und dem Mikrotubuli-destabilisierendem Spindelgift Nocodazol
vergleichbar waren, wohingegen die Behandlung mit dem Mikrotubuli-stabilisierendem
Spindelgift Taxol ein vollig anderes Zellzyklusverteilungsmuster bewirkte. Bei der
Kombinationsbehandlung mit IC261 und Nocodazol kam es zu einer verstirkenden
Wirkung der beiden Substanzen, verbunden mit Reduktion der Polyploidie. Bei der
Kombinationsbehandlung mit IC261 und Taxol iiberwog bei den meisten Zelllinien die

Wirkung des Kinaseinhibitors.

3.6.1 Zelllinienspezifische Unterschiede nach 1C261, Nocodazol, Taxol
und Kombinationsbehandlung am Beispiel der BXPC3 und
Panc89 Zellen

Die Zelllinien-spezifischen Effekte der Behandlungen der Pankreaskarzinomzelllinien mit
IC261, Nocodazol und Taxol alleine oder in Kombination, sind am Beispiel der BXPC3
und Panc89 Zellen demonstriert. In den Abbildungen 18 und 19 sind die Auswirkungen
dieser Behandlungen zu den Zeitpunkten 4h, 8h, 12h, 24h und 36h dargestellt.

Bei der Behandlung von BXPC3 Zellen mit [C261 nahm die Anzahl von Zellen, die sich in
der G2/M Phase befanden, mit der Zeit kontinuierlich zu und hatte nach 36h mit 68% den
hochsten Wert erreicht. Dagegen zeigten die mit IC261 behandelten Panc89 Zellen bereits
nach 8h einen deutlichen Anstieg an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx. Nach 12h
war die Fraktion mit 2Nx Zellen mit tiber 50% die gr6Bte. Polyploidie trat bei Panc89
Zellen unter Behandlung mit IC261 erst nach 36h auf. Mit ca. 5% lag der Anteil deutlich
hoher als bei den BXPC3 Zellen. Zudem starben die Panc89 Zellen im Vergleich zu den
BXPC3 Zellen frither und in groBerer Anzahl ab (sub-G1). Die Behandlung mit 0,4uM des
Mikrotubuli-destabilisierenden Agens Nocodazol bewirkte bei beiden Zelllinien &hnliche
Effekte auf die Zellzyklusverteilung, wie beispielsweise die Inhibition der Kinase. Bei
beiden Zelllinien zeigte sich eine deutliche Anhédufung an Zellen in der G2/M-Phase,
wobei dieser Effekt bei den Panc89 Zellen deutlich stiarker ausgeprédgt war. Bereits nach
12h befanden sich bei Panc89 mehr als 70% in der G2/M-Phase. Ein vermehrtes Auftreten

von Zellen in der sub-Gl-Fraktion war ebenfalls bei beiden Zelllinien zu erkennen.
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Polyploide Zellen wurden nach 36h nachgewiesen. Auch dieser Effekt war mit 8,2% bei
den Panc89 Zellen gegeniiber 2,5% bei den BXPC3 Zellen hoher.

Das stabilisierende Spindelgift Taxol bewirkte bei beiden Zelllinien bereits nach 8h eine
Zunahme an Zellen in der sub-Gl-Fraktion. Bei BXPC3 kam es nach 12h auch zu einer
leichten Anstieg an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx. Nach 36h befanden sich
jedoch sowohl bei den Panc89 als auch bei den BXPC3 beinahe alle Zellen in der sub-G1-
Fraktion.

Die Kombinationsbehandlung mit IC261 und Nocodazol fiihrte bei beiden Zelllinien zu
dhnlichen Effekten im Zellzyklus wie bereits die Einzelbehandlungen. Das Auftreten von
abgestorbenen Zellen war jedoch ausgeprigter als bei den Einzelbehandlungen. Allerdings
waren nach 36h bei Panc89 keine Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4Nx in der FACS-
Analyse zu beobachten, wohingegen bei den BXPC3 Zellen nach wie vor eine solche
Fraktion vorhanden war.

Wihrend bei den Panc89 Zellen die Kombinationsbehandlung mit IC261 und Taxol,
dhnlich wie bei der Taxol Einzelbehandlung, zu einem fast vollsténdigen Absterben der
Zellen fiihrte, bewirkte die Doppelbehandlung bei den BXPC3 Zellen einem deutlichen
Anstieg der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx. Die Zunahme an Zellen in der sub-
G1-Fraktion war bei den BXPC3 Zellen nur sehr gering ausgeprdgt. Bei beiden Zelllinien
fanden sich nach 36h einige Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4Nx.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass beide Zelllinien unterschiedlich sensibel auf die
verschiedenen Behandlungen reagierten. Dabei zeigten die beiden Zelllinien bei den
Kombinationsbehandlungen unterschiedliche Effekte beim DNA-Gehalt der Zellen, ob-
wohl sie dhnlich auf die Einzelbehandlungen reagierten. Bei der Kombinationbehandlung
von Panc89 Zellen mit IC261 und Nocodazol wurden nach 36h kaum Zellen mit einem
DNA-Gehalt von 4Nx nachgewiesen, obwohl solche Zellen bei beiden Einzelbehandlun-
gen auftraten. Die Kombination aus IC261 und Nocodazol hatte auch bei dieser Zelllinie
eine Abnahme an polyploiden Zellen zur Folge.

Bei den BXPC3 Zellen zeigte sich bei der Kombinationsbehandlung aus IC261 und Taxol
mit einem deutlichen Anstieg an 2Nx Zellen ein Uberwiegen der 1C261 Wirkung.
Hingegen war bei den Panc89 Zellen mit einem leichten Anstieg an Zellen mit DNA-
Gehalt von 2Nx und der Zunahme an toten Zellen Effekte der beiden Einzelbehandlungen

zu beobachten.
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Abb.18: Bestimmung des DNA-Gehaltes von BXPC3 Zellen im Durchflusszytometer. Die Zellzyklusverteilung von
BXPC3 Zellen wurde nach 36h 1C261 (1uM), Nocodazol (0,4puM), Taxol (5nM), 1C261/Nocodazol (1uM/0,4uM)
oder 1C261/Taxol (1uM/5nM) Behandlung zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. 1C261 und Nocodazol
fuhren vornehmlich zu einem G2-Arrest, wahrend im Verlauf der Taxolbehandlung die meisten Zellen absterben.
Bei einer IC261/Taxol Doppelbehandlung tiberwiegen die durch IC261 hervorgerufenen Effekte.
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Abb.19: Bestimmung des DNA-Gehaltes von Panc89 Zellen im Durchflusszytometer. Die Zellzyklusverteilung von
Panc89 Zellen wurde nach 36h IC261 (1uM), Nocodazol (0,4puM), Taxol (5nM), 1C261/Nocodazol (1uM/0,4uM)
oder 1C261/Taxol (1uM/5nM) Behandlung zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Bei IC261 und Nocodazol
Behandlung kommt es zum Auftreten von polyploiden Zellen, wohingegen bei einer Kombinationsbehandlung
dieser beiden Substanzen weniger Polyploidie zu beobachten sind.
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3.7. Einfluss von 1C261 auf die Zentrosomenzahl in Pankreaskarzi-

nomzellen

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass die Behandlung von
Pankreaskarzinomzellen mit IC261 zu einer Anhdufung von Zellen mit einem DNA-Gehalt
von 2Nx fiihrt. Dieses konnte eventuell mit einer Inhibition der Mitose zusammenhéngen,
die z.B. mit einer Storung in der Ausbildung des Spindelapparates im Zusammenhang
stehen konnte. Frithere Arbeiten belegen, dass zumindest in Fibroblasten die Inhibition von
CK16 durch IC261 die Spindeldynamik beeinflusst und zu einem transienten mitotischen
Arrest fithrt (Behrend et al. 2000).

Um das Auftreten von Stérungen im Aufbau des Spindelapparates nach 24h und 48h
IC261 Behandlung nachzuweisen, wurde zum einen CK16 mit o/B-Tubulin, bzw.
CK16 mit dem zentrosomenassoziierten Pericentrin gemeinsam in der Immunfluoreszenz
dargestellt.

Nach 24h Behandlung mit IC261 befanden sich anndhernd alle Zellen in der Mitose. Es
zeigte sich, dass CK15 in BXPC3 Zellen nach 24h IC261 Behandlung diffus im Zyto-
plasma in Form granuldrer Strukturen mit Aussparung der DNA-tragendenden Struktur
verteilt war. Es schien zu einer geringen Mehranreicherung von CK16 im dulleren Bereich
der Zelle gekommen zu sein. Im Overlay von CK18 und o/p-Tubulin war zu erkennen,
dass es nach IC261 Behandlung zu keiner Assoziation von CKI16 an die Mikrotubuli
kommt (Abb.20).

In den Panc89 Zellen war nach 24h IC261 Behandlung ebenfalls eine diffuse Verteilung
von CK19 tiber die gesamte Zelle zu erkennen. Im Vergleich mit den BXPC3 Zellen
fanden sich hier keine Ansammlungen von CK10. Ebenso wie bei den BXPC3 Zellen
zeigte sich auch bei ihnen keine Assoziation von CK13 an Mikrotubuli (Abb.20).
Auffallend war, dass sich bei beiden untersuchten Zelllinien bereits nach 24h keine

mitotischen Zellen mehr mit einem intakt ausgebildeten Spindelapparat nachweisen lieen.
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B
o/B-Tubulin CK13 Overlay

BXPC3

a/B-Tubulin CK18

Abb.20: Subzellulare Lokalisation von CK15 in Panc89 und BXPC3 Zellen. Zur Bestimmung
der subzelluldren Lokalisation von CK16 nach 24h 1C261 Behandlung wurden die Zellen, auf
Deckglaschen kultiviert und in Methanol fixiert. Zur Detektion wurde CK18 mit dem monoklonalen
Mausantikérper IC128A und dem sekundarem AKntikérper Alexa 568 (rot), sowie die Mikrotubuli
mit a/B-Tubulin und dem sekundarem Antikdrper Alexa 488 (grun) markiert. Die DNA wurde mit
DAPI angefarbt (blau). Diffuse Verteilung von CK15 ohne Assoziation an die Mikrotubuli (600-

fache Vergréferung).
B
Pericentrin CK16
C D "
DAPI Overlay

Abb.21: Subzellulare Lokalisation von CK18 in BXPC3 Zellen nach 24h 1C261
Behandlung. CK18 wurde nach 24h 1C261 Behandlung dem monoklonalen Mausantikérper
IC128A und die Zentrosomen mit Pericentrin (3120) detektiert. Dabei zeigten sich nicht mehr so
deutliche punktférmige CK15-Anreicherungen, wie bei den unbehandelten Kontrollen (siehe
3.1.1). Es kam zu Zentrosomenamplifikationen (600-fache VergréRerung).
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In den CKI1&/Pericentrin Doppelfirbungen war bei beiden Zelllinien weiterhin eine
Assoziation von CK18 mit den Zentrosomen zu erkennen. Im Gegensatz zu den nicht
behandelten Zellen nahm jedoch am Zentrosom die Menge an CK196 in IC261 behandelten
Zellen offensichtlich ab, was besonders bei den BXPC3 Zellen auffiehl (siehe Abbildung
21). Es kam sowohl bei den Panc89 als auch bei den BXPC3 Zellen nach 24h 1C261
Behandlung zu numerischen Verdnderungen der Zentrosomen. Zentrosomenamplifi-
kationen (mit oftmals 4 Zentrosomen) wurden in beiden Zelllinien nachgewiesen. Diese

Zellen waren nicht in der Lage, eine intakte Spindel aufzubauen (sieche Abb.21 und 22).

Pericentrin

Overlay

Abb.22: Subzelluldre Lokalisation von CK16 nach 24h IC261 Behandlung in Panc89 Zellen.
CK18 wurde nach 24h 1C261 Behandlung dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und die
Zentrosomen mit Pericentrin (3120) detektiert. Dabei zeigte sich im Overlay (D) deutlich eine

Kolokalisation von CK18 und Pericentrin. Es kam zur Zentrosomenamplifikation mit 4
Zentrosomen (600-fache Vergréerung).
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Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, nahm die Anreicherung von CK16 in Form granulérer
Strukturen in den BXPC3 Zellen 48h nach Behandlungsbeginn weiter zu. Dieser Effekt
konnte in beinahe allen Zellen gesehen werden. Zusétzlich fiel auf, dass CK16 im dulleren
Bereich der zytoplasmatischen Membran intensiver markiert wurde. Auch bei den Panc89
Zellen nahm der Anteil an CK16 im zytoplasmatischen Randbereich zu. Eine Assoziation

von CK18 mit den Mikrotubuli war auch nach 48h IC261 Behandlung bei beiden

Zelllinien nicht nachweisbar.

(x/B—TubuIln CK18
o/B-Tubulin CK18

Abb.23: Subzellulire Lokalisation von CK16 in BXPC3 und Panc89 Zellen.
Zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von CK16 nach 48h IC261 Behandlung wurden
die Zellen, auf Deckglaschen kultiviert und in Methanol fixiert. Zur Detektion wurde CK18 mit
dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und dem sekundaren Antikérper Alexa 568(rot),
sowie die Mikrotubuli mit o/B-Tubulin und dem sekundaren Antikérper Alexa 488 (grun)
markiert. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt (blau). Es ist nach 48h keine Assoziation von
CK18 an den Mikrotubuli zu erkennen (600-fache Vergréfierung).
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Bei beiden Zelllinien kam es nach 48h IC261 Behandlung zu einer deutlichen Zunahme an
Zellen mit Zentrosomenamplifikation. Der Anteil an Zellen mit mehr als 4 Zentrosomen
lag in den untersuchten Gesichtsfeldern bei den BXPC3 Zellen hoher als bei den Panc89
Zellen (sieche Abb. 24 und 25). Genaue quantitative Aussagen waren allerdings nicht
moglich, da es fiir den Nachweis aller Zentrosomen notwendig ist, jede Zelle in mehreren,
einzelnen Schichten aufzunehmen. Dieses ist erforderlich, da sich auf Grund der
dreidimensionalen Struktur der durch die Behandlung abgel6sten und somit abgerundeten
Zellen die Zentrosomen nicht alle in einer Ebene befinden. Auch nach 48h wurde keine

Zellen mit einem intakt ausgebildeten Spindelapparat gefunden.

BXPC3

Pericentrin

Overlay

Abb.24: Subzelluldre Lokalisation von CK15 in 48h 1C261 behandelten BXPC3 Zellen.
CK18 wurde nach 48h 1C261 Behandlung dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und die
Zentrosomen mit Pericentrin (3120) detektiert. Es kam zur Zentrosomenamplifikation mit 8
Zentrosomen. Im Overlay (D) ist eine Kolokalisation von CK18 und Pericentrin zu erkennen
(600-fache Vergrofierung).
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Panc89

Pericentrin

DAPI Overlay

Abb. 25: Subzelluldre Lokalisation von CK15 in 48h IC261 behandelten Panc89 Zellen.
Zur Detektion wurde CK15 mit dem monoklonalen Mausantikérper IC128A und die
Zentrosomen mit Pericentrin (3120) markiert. Es sind jeweils 4 punktfébmige Strukturen mit

einer deutlichen fluoreszierenden Mehranreicherung von CK18 und Pericentrin zu erkennen
(600-fache Vergrofierung).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei beiden Zelllinien die Zellteilung durch einen
geschédigten und funktionsunfahigen Aufbau des Spindelapparates gestort war. CK10 war
nach IC261 Behandlung diffus iiber die gesamte Zelle verteilt und im Gegensatz zu den
unbehandelten Zellen kam es bei den BXPC3 Zellen zu einer Haufung von CK16 in Form
von granuldren Strukturen. Bereits nach 24h Behandlungsdauer war CK18 nur noch zu
einem geringeren Anteil mit den Zentrosomen assoziiert. Mit zunehmender Behandlungs-
dauer traten zudem in beiden Zelllinien vermehrt zentrosomale Stérungen im Sinne von

Zentrosomenamplifikationen auf.

3.8. Bestimmung der RNA Expressionslevel von CK1d in Pankreaskar-

zinomzelllinien nach Behandlung mit IC261, Nocodazol und Taxol

Um die Auswirkungen der IC261, der Nocodazol-, der Taxol-, sowie der entsprechenden
Doppelbehandlungen (IC261/NOC bzw. 1C261/Taxol) auf Anderungen im CK18 mRNA-
Spiegel im Verlauf der Behandlung zu analysieren, wurden quantitative RNA-Analysen

bei allen 8 Pankreaskarzinomzelllinien durchgefiihrt. Das Verhéltnis der CK135-RNA
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Konzentration (zmol CK138) zu der des intern gewéhlten Standardgens GAPDH (amol

GAPDH) der behandelten Zellen wurde zu entsprechenden Zeitpunkten in Relation zu

derjenigen unbehandelter Zellen gesetzt.

Es zeigte sich fiir die AsPC1 Zellen nach 4h eine Erhohung der mRNA auf mehr als das

Doppelte im Vergleich zur Kontrolle. Im Laufe der Behandlung sanken die Expressions-

level im Vergleich zur Kontrolle jedoch wieder ab und lagen nach 36h bei allen Behand-

lungen unter den Kontrollwerten.

Fiir die anderen Zelllinien ergaben sich durch die Behandlungen keine deutlichen

Verdanderungen im Vergleich zu den Kontrollen. Dies ist exemplarisch fiir die Capanl

Zellen in Abb.26 dargestellt.
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Abb.26: Quantitative RNA-Bestimmung von CK16 spezifischer mRNA. Dargestellt ist das

Verhaltnis von CK18 mRNA Konzentration (zmol CK18) zu der des intern gewahlten
Standardgens GAPDH (amol GAPDH) bei behandelten AsPC1 und Capanl Diese
wurden zu entsprechenden Zeitpunkten in Relation zu denjenigen unbehandelter Zellen

gesetzt.
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3.9. Einfluss von IC261, Nocodazol und Taxol allein und in Kombination
auf die Expression des Tumorsupressorproteins p53 bei etablierten

Pankreaskarzinomzelllinien

3.9.1 Expression von p53 in etablierten Pankreaskarzinomzelllinien

Davon ausgehend, dass CK 16 und p53 tiber einen autoregulatorischen Feedback-loop eng
miteinander verbunden sind (KNIPPSCHILD ET AL., 1997), wurde anhand von Western
Blot-Analysen die Auswirkungen von IC261 und klassischen Spindelgiften auf die p53
Proteinmenge analysiert. Zundchst wurde fiir die AsPC1, BXPC3, Capanl, Colo357,
MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und PancTul Zellen die p53-Expression nachgewiesen. Dazu
wurden jeweils Lysate aller 8§ Pankreastumorzelllinien mit gleicher Menge an Protein, wie
in Material und Methoden beschrieben in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen transferiert. Der Nachweis von p53 erfolgte mit dem p53-spezifischen
polyklonalem Antiserum der Firma SAPU und einem sekundéren anti-Kaninchen HRP-
gekoppelten Antikorper. Die Detektion wurde mit Chemiluminiszenz, wie in Material und
Methoden beschrieben, durchgefiihrt.

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass im Gegensatz zu den anderen Zelllinien fiir Colo357
(wt p53) und bei AsPC1 Zellen (p53 Mutation fiihrt zu frithem Stopcodon) kein p53
detektiert wurde. Die hochsten Expressionslevel waren in PancTu I und MiaPaCa2 Zellen
zu beobachten. Bei Capan I zeigte sich eine Doppelbande. Zum Nachweis gleich aufgetra-

gener Proteinmengen wurde B-Aktin detektiert.
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p53 SAPU (Kaninchen)

1
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Aktin AC15
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AsPC1 BXPC3 Capanl| Colo357 MiaPaCa2 Pancl Panc89 PancTul

Abb.27: Western Blot-Analysen von p53 bei Pankreaskarzinomzelllinien. Lysate wurden mit
SDS-Page aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Nachweis von p53
erfolgte mit dem p53-spezifischen polyklonalen Antiserum der Firma SAPU und einem
sekundaren anti-Kaninchen HRP-gekoppelten Antikdrper. Zum Nachweis gleich
aufgetragener Proteinmengen wurde (-Aktin detektiert. Fur AsPC1 und Colo357 zeigt

sich keine p53 spezifische Bande. Bei Capan | ist eine Doppelbande zu beobachten.

Da in Stresssituationen p53 aktiviert wird, wurde des Weiteren untersucht, wie sich im
Verlauf der Behandlung der einzelnen Zelllinien mit klassischen Spindelgiften (Nocodazol
und Taxol) und dem Kinaseinhibitor IC261 allein bzw. in Kombination die p53
Proteinmengen verdnderten. Zu diesem Zweck wurden die Zellen 4h, 8h, 12h, 24h und 36h
nach der jeweiligen Behandlung lysiert und p53 mit Hilfe von Western Blot-Analysen
detektiert.

In den 6 Zelllinien, die mutante p53 exprimieren, wurde keine signifikanten Verdnderung
der p53 Proteinmenge nach den jeweiligen Behandlungen nachgewiesen. Ausnahme stellte
nur die Doppelbehandlung von BXPC3 Zellen mit IC261 und Nocodazol dar. Hier
begannen die p53 Proteinmengen bereits nach 12h IC261 Behandlung abzunehmen (siche
Abb.28).
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Abb.28: Analyse der p53-Expression der BXPC3 Zellen nach entsprechender Behandlung.
Uber die Dauer von 36h wurden die BxPC3 Zellen mit IC261 (1uM), Nocodazol (0,4uM),
Taxol (5nM), IC261 (1uM) und Nocodazol (0,4uM) sowie IC261 (1uM) und Taxol (5nM)

behandelt. Die Lysate wurden auf PVDF-Membranen transferiert. Der Nachweis von p53

erfolgte mit dem p53-spezifischen polyklonalem Antiserum der Firma SAPU und einem

sekundaren anti-Kaninchen HRP-gekoppeltem Antikérper. Zum Nachweis gleich

aufgetragener Proteinmengen wurde p-Aktin detektiert.
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Bei Colo357 war auch nach den Behandlungen zu keinem Zeitpunkt ein Anstieg in der p53

Konzentration zu erkennen, obwohl fiir die Zellen wt- p53 beschrieben wurde (Abb.29).

p53 SAPU Kaninchen
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Oh Oh  4h 8h  12h 24h  36h K36h K12h

Abb.29: Analyse der p53-Expression bei 1C261/Nocodazol behandelten Colo357 Zellen.
Nachweis von p53 erfolgte mit dem p53-spezifischen polyklonalem Antiserum der Firma
SAPU. In der ersten Spur wurde zur Kontrolle, dass p53 detektiert wird ein
unbehandeltes BXPC3 Lysat aufgetragen. In den anderen Spuren ist wahrend der
gesamten Behandlung mit IC261 und Nocodazol kein p53 nachweisbar.
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4. Diskussion

Da das Pankreaskarzinom zu den aggressivsten Tumoren gehort, gehen Bestrebungen zu
einer besseren Fritherkennung und zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien. Ein Ziel
ist es hierbei, die Aktivitdt von Schliisselregulatoren von Signaltransduktionswegen zu
beeinflussen. Zu diesen Schliisselregulatoren gehdren Proteine, wie beispielsweise die in
Stress-Situationen p53 abhidngig aktivierte Casein Kinase I delta, die die Aktivitdt
zahlreicher regulatorischer Proteine beeinflusst. Diese Proteine sind in wichtige Prozesse
wie Wachstum, Differenzierung, Apoptose und DNA-Reparation involviert (GROSS &

ANDERSON, 1998; MARITZEN ET AL., 2003; VIELHABER & VIRSHUP, 2001).

4.1. Die Expressionslevel von CK13 in Pankreaskarzinomzelllinien

unterscheiden sich auf RNA und Proteinebene

Die quantitative Analyse der Expression von CKI18 spezifischer mRNA in AsPCl,
BXPC3, Capanl, Colo357, MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und PancTul Zellen, fiihrte zum
Nachweis der hochsten CK10 spezifischen mRNA-Spiegel in Pancl Zellen. Sie war um
das 6-fache hoher als bei den PancTul oder MiaPaCa2 Zellen, bei denen die niedrigsten
CK16 spezifischen mRNA-Spiegel aller untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien
gemessen wurden. Die verschiedenen Mengen an CK16 mRNA in den
Pankreaskarzinomzelllinien konnten auf eine unterschiedlich starke Transkription des
CK106 Gens oder auf eine verdnderte CK1d mRNA Stabilitdt zuriickzufithren sein.
Weiterfithrende Versuche sind jedoch notwendig um genauere Aussagen treffen zu
konnen.

Auf Proteinebene zeigten sich hingegen nicht derart ausgepridgte Unterschiede in den
CK16-Expressionsleveln wie bei den RNA-Analysen. In den durchgefiihrten Western Blot
Analysen wurde gezeigt, dass bis auf AsPC1 und BXPC3 Zellen, bei denen eine etwas
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geringere CK1s Proteinmenge zu  beobachten war, alle anderen
Pankreaskarzinomzelllinien &@hnliche Mengen an CKI1§ exprimierten. Eine mogliche
Ursache fiir die Unterschiede der CK16-Expressionslevel auf RNA- und Proteinebene
wire, dass posttranslationale Modifikationen (CEGIELSKA ET AL., 1998; GRAVES &
ROACH, 1995), insbesondere die Phosphorylierung, die Stabilitit von CKI18 auf

Proteinebene beeinflussen konnen.

4.2. CK15 assoziiert mit Memranstrukturen und Zentrosomen

Die Analyse der Verteilung von CK196 in den einzelnen Pankreastumorzelllinien ergab,
dass CK 16 in Interphasezellen eine zytoplasmatische granuldre Verteilung aufwies, die im
perinukleédren Bereich verstédrkt auftrat. Hierbei handelt es sich hochstwahrscheinlich um
Transportvesikel.

Diese zytoplasmatische, granuldre Anreicherung von CKI1§ lédsst eine Beteiligung am
Vesikeltransport vermuten und ist im Einklang mit Daten aus fritheren Verotffentlichungen
(BEHREND ET AL., 2000B). Da sowohl bei der Vesikelbildung, als auch bei der
Abschniirung von Vesikeln aus dem TGN, Kinasen (u.a. Proteinkinase D Familie)
regulatorische Funktionen ausiiben, geben die Ergebnisse Anlass zu der Annahme, dass
auch CK19 in diese Prozesse involviert sein konnte. Diese Vermutung wird zudem durch
die Tatsache unterstiitzt, dass CK13-Homologe in Hefen eine wichtige Rolle im
endozytotischen Vesikeltransport spielen (MARCHAL, DUPRE & URBAN-GRIMAL, 2002)
und dass die Sdugetier Isoform CKla auch in die Regulation der Exozytose synaptischer
Vesikel involviert ist (DUBOIS ET AL., 2002).

Die durchgefiihrten Kolokalisationsstudien ergaben zudem, dass CKI18 konstitutiv am
Zentrosom assoziiert ist. Bisher konnte eine Assoziation von CK18 mit den Zentrosomen
nur in Interphasezellen (MILNE, LOOBY & MEEK, 2001), bzw. nach der Induktion von
DNA-Schéadigungen gezeigt werden (BEHREND ET AL., 20004).

In mitotischen Zellen war eine diffuse Verteilung von CK19 iiber das gesamte Zytoplasma

mit einer Aussparung im Bereich der Chromosomen zu beobachten. Die durchgefiihrten
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Immunfluoreszenzen deuten zudem an, dass eine Subpopulation von CK16 mit der
mitotischen Spindel assoziiert. Auch dieses wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt,
da in der Literatur bisher nur beschrieben wurde, dass CK 19 in Stress-Situationen mit dem

Spindelapparat assoziiert (BEHREND ET AL., 20004).

4.3. 1C261 inhibiert das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen und

fithrt zu Verinderungen im Zellzyklus

Da die Assoziation von CK156 mit den Spindelfasern und den Zentrosomen auf
regulatorische Funktionen bei der Chromosomenregulation hindeutet, wurden die
Auswirkungen der CKI1d Inhibition in den etablierten Pankreaskarzinomzelllinien
untersucht. Die Wachstumskurven, durchflusszytometrischen Analysen, Phasenkontrast-
aufnahmen und Immunfluoreszenzen wiesen darauf hin, dass IC261 zu einer Hemmung
der Proliferation und zum Zelltod der Pankreaskarzinomzellen fiihrte. Nach IC261
Behandlung kam es zum Abrunden der Zellen, zum Arrest in der Mitose, zur Anhdufung
der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2Nx und zu einer kompletten Inhibition des
Zellwachstums. Weitergehende Analysen ergaben einen konzentrationsabhingigen und
zelllinienspezifischen Effekt von 1C261. So wurde bei bestimmten Zelllinien der Anstieg
von mitotisch arretierten Zellen schon bei geringen 1C261 Konzentrationen beobachtet
(z.B. 0,2uM BXPC3), wihrend bei anderen Zelllinien hohere IC261 Konzentrationen fiir
einen Zellzyklusarrest notig waren (z.B. 0,8uM Panc89). Bei einigen Zelllinien wurde
zudem Polyploidie (z.B. Panc1) oder auch das Absterben von Zellen beobachtet (Panc89).
Das unterschiedliche zelllinienspezifische Verhalten der einzelnen Zelllinien konnte, auf
Grund der verschiedenen genetischen Grundlagen der untersuchten
Pankreaskarzinomzelllinien (MOORE ET AL., 2001; SIPOS ET AL., 2003), sowohl auf eine
unterschiedliche Expression als auch Aktivitdt von CK13, sowie auf Unterschiede in den

Signaltransduktionswegen der Zelllinien zuriickzufiihren sein.
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4.4. Durch Kombinationsbehandlung von IC261 und Nocodazol werden
unerwiinschte Nebenwirkungen wie Polyploidie in Pankreaskarzi-

nomzelllinien reduziert

Ahnlich wie die Behandlung mit dem Kinaseinhibitor 1C261 fiihrten auch die
Behandlungen der Pankreaskarzinomzelllinien mit den Spindelgiften Nocodazol sowohl
allein als auch in Kombination zu einer Wachstumshemmung.

Mit den durchgefiihrten Zellzyklusanalysen wurde gezeigt, dass die Behandlung der
einzelnen Pankreaskarzinomzelllinien mit 0,4uM des Mikrotubuli-destabiliserenden Agens
Nocodazol dhnliche Effekte auf die Zellzyklusverteilung bewirkt, wie die Inhibition von
CK19 durch den Kinaseinhibitor IC261. Bei allen Zelllinien kam es zu einer deutlichen
Zunahme an Zellen in der G2/M-Phase. Nocodazol fiihrt bereits in submikromolaren
Konzentrationen zu einer Inhibition des Spindelautbaus, wodurch die Chromosomen nicht
segregieren konnen (VASQUEZ ET AL., 1997). Es wurden in den Zelllinien AsPC1, BxPC3,
Pancl und Panc89 Zellen nach 36h Behandlung mit Nocodazol polyploide Zellen
nachgewiesen. Da diese Zellen kein wt-p53 exprimieren, ist davon auszugehen, dass diese
Zellen nach einem transienten mitotischen Arrest, nicht {iber einen p53-abhingigen
postmitotischen Kontrollpunkt an der erneuten DNA-Replikation gehindert werden konnen
(KAHN ET AL., 1998; NOTTERMAN ET AL., 1998). Zellen ohne diesen postmitotischen
Kontrollpunkt treten ungehindert erneut in die S-Phase ein. Die Entkopplung von
Chromosomensegregation und Replikation, wird als Endoreduplikation bezeichnet, und
fithrt schlieBlich zu einer Erhohung des Chromosomensatzes auf 4Nx (CROSS ET AL.,
1995); (DI LEONARDO ET AL., 1997). Endoreduplikation wurde auch in der Tumorzelllinie
MethA nachgewiesen, welche durch ein mutiertes p53 Tumorsuppressorprotein nicht in
der Lage war, einen Zellzyklusarrest auszulosen (BEHREND ET AL., 20004).

Nach 36h Kombinationsbehandlung der Pancl und Panc89 Zellen mit 1uM IC261 und
0,4uM des Spindelgiftes Nocodazol, lieBen sich keine polyploiden Zellen nachweisen,
obwohl bei diesen beiden Zelllinien durch Einzelbehandlungen sowohl mit IC261 als auch
mit Nocodazol Endoreduplikation auftrat. Dieser Effekt war bisher nur bei SV-40
transformierten Zellen durch die Kombinationsbehandlung aus dem Kinaseinhibitor IC261

und dem destabilisierenden Spindelgift Nocodazol beobachtet worden (personliche
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Mitteilung Dr. Lars Behrend) und konnte in dieser Arbeit zum ersten mal fiir

Karzinomzellen gezeigt werden.

4.5. Expression von pS53 in unbehandelten und mit IC261 und Spindel-

giften behandelten Pankreaskarzinomzelllinien

Da p53 regulativ in den Zellzyklus eingreift und p53 selbst durch einen
autoregulatorischen Feedback-loop mit CK18 eng verkniipft ist (KNIPPSCHILD ET AL.,
1997), wurde die Proteinexpression von p53, nach Hemmung von CK106 durch IC261,
sowie nach Behandlung mit klassischen Spindelgiften, in Pankreaskarzinomzelllinien
untersucht. Bei den Einzelbehandlungen mit dem Kinaseinhibitor bzw. den Spindelgiften
wurden bei allen 8 Pankreaskarzinomzelllinien keine wesentlichen Verdnderungen der
Proteinexpression von p53 festgestellt werden. Dies kann durch die genotypische
Charakterisierung der AsPC1, BXPC3, Capanl, MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und PancTul
Zellen erklart werden, da diese Zelllinien alle kein funktionelles wt-p53 exprimieren.
Uberraschenderweise kam es jedoch auch bei den behandelten Colo357 Zellen zu keinem
Anstieg der p53 Konzentration, obwohl fiir diese Zelllinie wt-p53 beschrieben wird. Dies
spricht fiir die Vermutung, dass es sich bei dem beschriebenen wt-p53 in Colo357 Zellen,
nur um eine partiell funktionell aktive Form handelt (personliche Mitteilung Prof. Kalthoff,
Kiel). Die aufgetretende Doppelbande von p53 bei Capan 1 ldsst sich am
wahrscheinlichsten durch Degradation erkldren. Dafiir spricht auch, dass lédngere
Expositionszeiten auch bei den anderen Zelllinien zum Auftreten von Doppelbanden

fiihrten.
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4.6. Die Inhibition von CK16 durch IC261 verhindert die Zellteilung und

fiihrt zu Zentrosomenamplifikationen

In den Immunfluoreszenzanalysen waren bei allen IC261 behandelten Zelllinien
Zentrosomenamplifikationen mit bis zu 8 Zentrosomen in einer Zelle zu beobachten. Nach
IC261 Behandlung waren diese Zellen nicht mehr in der Lage eine Spindel aufzubauen.
Das Ausrichten der Chromosomen in den IC261-behandelten Zellen vor einem mitotischen
Arrest in den Zelldquator, wie es bei anderen Zelllinien beschrieben wurde, war dabei nicht
zu beobachten. Dieser als Metakinese bezeichnete Prozess wird der Prometaphase
zugeordnet und ist von einem funktionellen Spindelapparat abhéngig (HINCHCLIFFE ET AL.,
2001). Fine mogliche Ursache der fehlenden Metakinese der behandelten
Pankreaskarzinomzelllinien durch den Kinaseinhibitor konnte darin begriindet liegen, dass
es nach Behandlung der Zellen keinen intakt funktionierenden Spindelapparat mehr gab.
Eine Induktion von multipolaren Spindeln und Zentrosomenamplifikationen nach 1C261
Behandlung wurde bereits fiir Fibroblasten beschrieben (BEHREND ET AL., 2000B).
Wihrend der Fortfithrung des Zellzyklus durchlaufen die Zentrosomen eine Reihe von
auffilligen strukturellen Verdnderungen, wie Duplikation, Reifung und Trennung
(BORNENS UND BOUDJUO, 1999; ZIMMERMANN ET AL., 1999; URBANI UND STEARNS,
1999). Die korrekte Ausfithrung des Zentrosomenverdopplungszyklus ist wichtig fiir die
Ausbildung einer bipolaren mitotischen Spindel. Es ist schon lange bekannt, dass die
Fehlfunktion von Zentrosomen die Entstehung von Tumoren begiinstigt (BRINKLEY UND
GOEPFERT 1998; DOXSEY 1998; SALISBURY ET AL., 1999). Die nachgewiesenen Spindel-
und Zentrosomendefekte in den IC261 behandelten Pankreaskarzinomzelllinien lassen auf
einen Einfluss von CK16 in der Zentrosomenduplikation und der Formation des
Spindelapparates schlieen.

Die molekularen Grundlagen der Stérung der Mitose durch Blockade der CK135-Funktion
durch IC261 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Moglicherweise ist die
Inhibition der Phosphorylierung eines oder mehrerer Proteine des mitotischen Zytoskeletts,
wie z.B. Tubulin, Mikrotubuli-akzessorischer Proteine oder zentrosomaler Proteine,
verantwortlich. Die Fehlorganisation der Zentrosomen konnte jedoch auch auf einen
sekunddren Effekt zuriickzufiihren sein, der Folge der Beeinflussung eines nicht-

strukturellen, zelluldren Prozesses durch IC261 ist. Mitotische Abnormalititen, wie sie
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nach Behandlung mit IC261 beobachtet wurden, wurden auch in Zellen gefunden, denen
der Tumorsuppressor p53 fehlt. Sowohl bei Tumoren als auch bei primdren Zellen und
Zelllinien fiihrt der Verlust von p53 zur unnatiirlichen Amplifikation von Zentrosomen
(CARROLL ET AL., 1999) (CHIBA ET AL., 2000) (FUKASAWA & VANDE WOUDE, 1997). Ein
Regulationsmechanismus, tiber den der Verlust von p53 mit der Zentrosomenamplifikation
verbunden sein konnte, verlduft iiber CDK2. Diese Cyklin-abhéngige Kinase ist neben der
DNA-Replikation auch fiir die Zentrosomenreplikation unentbehrlich (HINCHCLIFFE ET
AL., 1998; LACEY ET AL., 1999). P53 inaktiviert iiber den p21VAF"“"l.Weg die Aktivitit
von CDK2 (HINCHCLIFFE ET AL., 1998; LACEY ET AL., 1999). Eine stindige Aktivierung
von CDK2 in Abwesenheit von p53 kann zu einer Amplifikation von Zentrosomen fiithren
(MARX, 2001; MUSSMAN ET AL., 2000). Da die Pankreaskarzinomzelllinien fast
ausnahmslos mutanten p53 expremieren (siche Tabelle 1 Material und Methoden), ist
dieses  ebenfalls eine  mogliche  Erklarung fir das  Auftreten  von

Zentrosomenamplifikationen.

4.7. Schlussfolgerung

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Inhibition von CK16 einen viel ver-
sprechenden Ansatz fiir die Behandlung des Pankreaskarzinoms darstellt. Des Weiteren
konnte sich die Kombination von IC261 mit Spindelgiften positiv auswirken, obwohl
Spindelgifte allein in Studien keine Wirkungen zeigten. Es erscheint interessant und
notwendig diese in vitro gewonnenen Daten im Tiermodell zu {iberpriifen, um
festzustellen, ob die Behandlung mit IC261 allein oder in Kombination mit einem

Spindelgift ein neues Therapiekonzept filir das Pankreaskarzinom darstellen konnte.

70



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist ein hochmaligner, epithelialer Tumor, der
nicht auf die gdngigen Chemotherapien anspricht. Ziel ist es daher, neue Targetmolekiile
fiir einen moglichen Therapieansatz zu identifizieren. Eines dieser Zielmolekiile stellt die
Casein Kinase 1 delta (CK16) dar, die wichtige Kontrollfunktionen insbesondere wihrend
der Mitose wahrnimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst die Expression und subzelluldre Verteilung
von CK16 in 8 humanen genotypisch gut charakterisierten Pankreastumorzelllinien
(AsPC1, BXPC3, Capanl, Colo357, MiaPaCa2, Pancl, Panc89 und PancTul Zellen)
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sich die mRNA-Expressionsrate von CK16 in den
einzelnen Zelllinien um den Faktor 6 unterscheidet, wihrend auf Proteinebene nur geringe
Unterschiede im Expressionslevel auftraten. Die Bestimmung der subzelluldren Verteilung
von CK19 in pankreatischen Tumorzellen ergab eine konstitutive Assoziation von CK16
mit den Zentrosomen, sowie eine granuldre zytoplasmatische Lokalisation von CK13 in
Interphasezellen. In mitotischen Zellen war zudem eine Assoziation von CK16 an den
Mikrotubuli in der Ndhe der Zentrosomen zu beobachten. Da Ck1§ {iiber einen
autoregulatorischen Loop eng mit p53 verbunden ist, wurden die p53-
Proteinexpressionslevel untersucht. Dabei wurde in Colo357 (Wildtyp-p53) und in AsPCl1
Zellen (p53 Mutation fiihrt zu einem frithem Stopcodon) kein p53 detektiert. Hingegen
wurde in allen anderen Zelllinien stabilisiertes Mutanten p53 nachgewiesen. Bei Capanl
trat eine zusitzliche im Natriumdodecylsulfat -Gel schneller wandernde Bande auf.

Um die Auswirkungen der CKI16 Inhibition auf das Proliferationsverhalten von
Pankreastumorzelllinien zu charakterisieren, wurden die Zellen mit dem CK16
spezifischen Inhibitor IC261 behandelt. Die Wachstumskurven zeigten, dass IC261
Behandlung zu einer Hemmung des Wachstums aller untersuchten Zelllinien fiihrte. Diese
Hemmung ist darauf zuriickzufiihren, dass IC261 zur Stérung der mitotischen Spindel fiihrt
und wie die durchgefiihrten Immunfluoreszenzanalysen belegen, insbesondere numerische
Verdnderungen der Zentrosomen hervorruft. Die Effekte von IC261 auf den Zellzyklus der
Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert und ergaben, dass im Verlauf der IC261

Behandlung in allen untersuchten Zelllinien eine Anhdufung der Zellen mit einem DNA-
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Gehalt von 2Nx auftrat. Der Prozentsatz der Zellen mit diesem DNA-Gehalt variierte in
den einzelnen Zelllinien (60-90%) und war abhidngig von der -eingesetzten
Inhibitorkonzentration.

Anderungen in der Expressionsrate von p53 nach IC261 Behandlung war auf Proteinebene
weder bei den Zelllinien mit Mutanten p53 noch bei Colo357 zu erkennen, obwohl letztere
wt-p53 exprimieren. Diese spricht fiir die Vermutung, dass es sich bei Colo357 nicht um
funktionelles Wildtyp-p53 handelt.

Die Wirkungen des CK10 spezifischen Inhibitors IC261 auf den Zellzyklus etablierter
Pankreastumorzelllinien wurden mit denen klassischer Spindelgifte verglichen. Wéhrend
die Wirkungen von Nocodazol denjenigen von IC261 &hnelten, fiihrte die Behandlung der
Zellen mit Taxol vermehrt zum Absterben der Zellen. Die durchgefiihrten
Kombinationsbehandlungen mit IC261 und Nocodazol belegen, dass die unerwiinschten
Nebenwirkungen, nimlich das Auftreten polyploider Zellen, unterdriickt werden kénnen.
Des Weiteren ergaben die durchgefiihrten IC261/Taxol Doppelehandlungen, dass die durch
IC261 hervorgerufenen Effekte dominanter sind als diejenigen des Taxol.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich schlussfolgern, dass die Inhibition von
CK16 ein neues viel versprechendes Konzept fiir die Behandlung des Pankreaskarzinoms
darstellt. Vor allem in der Kombination mit dem Spindelgift Nocodazol konnte fiir [C261
eine starke Hemmung der Proliferation von Pankkreaskarzinomzellen nachgewiesen
werden, wobei besonders die Reduktion der Endoreduplikation eine neue und interessante
Erkenntnis darstellt. Letztlich ist es notwendig, diese in vitro gewonnenen Daten, im
Tiermodell zu iiberpriifen, um festzustellen, ob die Behandlung mit IC261 allein oder in
Kombination mit einem Spindelgift ein neues Therapiekonzept fiir das Pankreaskarzinom

darstellen konnte.
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