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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob der Signalweg von Receptor Activator of
NF-kB (RANK) und Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) eine potenzielle
Interaktionsmdglichkeit ist, um die Therapieoptionen fir Patienten mit einem

Pankreaskarzinom zu erweitern.

Hierfir wurde zuné&chst auf der Ebene von Proteinen und Messenger-
Ribonukleinsdure (MRNA) die Expression von RANK und RANKL in insgesamt neun
humanen Pankreaskarzinomzelllinien im Vergleich zu einer immortalisierten
Kontrollzelllinie, Human Pancreatic Ductal Epithelial Cells (HPDE), untersucht. Mit
immunologischen Versuchen wurde die Serumkonzentrationen von RANKL von
Patienten mit einem malignen Pankreasbefund und Serumkonzentrationen von

gesunden Probanden verglichen.

Durch Stimulationsversuche mit lo6slichem RANKL wurde das Wachstumsverhalten
der Karzinomzellen untersucht, um einen moéglichen Nutzen der Blockade des RANK-

RANKL-Signalwegs zu ermitteln.

RANK-Knockdown-Zellen wurden generiert, um deren Verhalten bezlglich des
Zellwachstums zu untersuchen und einen moglichen Unterschied zwischen

Karzinomzelllinien mit hoher und niedriger RANK-Expression zu analysieren.

Nach genauerer Betrachtung des RANK-RANKL-Signalweges auf intrazellularer
Ebene wurde das Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) ausgewahlt, um die basale
Expression in unterschiedlichen Zelllinien zu bestimmen und die Auswirkungen auf die

Zellen nach sRANKL-Stimulation zu eruieren.



2 Einleitung

2.1 Pankreas

Die Bauchspeicheldriise (Pankreas) liegt im zentralen Oberbauch, projiziert sich auf
Hohe des 1. bis 2. Lendenwirbels und wiegt im Durchschnitt etwa 70 g bei einer Lange
von 14 bis 20 cm. Makroskopisch gliedert sich das Pankreas in den Kopf (Caput
pancreaticus), den Hals (Collum pancreaticus), den Korper (Corpus pancreaticus) und
den Schwanz (Cauda pancreatica). Der Kopf des Pankreas wird vom c-formig
verlaufenden Zwolffingerdarm (Duodenum) umschlossen, der Schwanz des Pankreas
grenzt an die Milz.

Die Funktion des Pankreas besteht aus einem endokrinen und einem exokrinen Anteil,
wobei der exokrine Anteil mit 85% deutlich Uberwiegt. In den Organisationsformen des
exokrinen Anteils, den Pankreaslappchen, wird das Pankreassekret, welches zum Teil
aus inaktiven Vorstufen von Verdauungsenzymen (Amylasen, Proteasen und Lipasen)
besteht, gebildet und Gber den Pankreasgang (Ductus pancreaticus) im Bereich der
Papilla vateri in das Duodenum abgegeben (Fried et al., 2013; Young, 2012).
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Abb. 1: Pancreas in situ. Quelle: Netter 2015



Abb. 2: Links: Langerhans-Inseln. Rechts: Ubersicht Pankreas 1 Driisenlappchen » Langerhans-
Insel, interlobularer Ausfiihrungsgang. Quelle: Welsch 2014

Endokrine Zellgruppen, die sogenannten Langerhans-Inseln, sind im ganzen Organ in
den Azini verteilt, wobei sich jedoch der Grof3teil im Schwanzabschnitt befindet. Die
Langerhans-Inseln schitten die Blutzucker regulierenden Hormone Glukagon und
Insulin aus (Dintzis und Liggitt, 2012; Ellis, 2013).

Die arterielle Versorgung erfolgt aus zahlreichen Asten der A. mesenterica superior
und des Truncus coeliacus. Die A. gastroduodenalis, die der A. hepatica communis
entspringt, versorgt den Pankreaskopf und Aste der A. splenica versorgen Korper und
Schwanz des Pankreas. Der venose Abfluss verlauft Gber die V. mesenterica superior
und die V. splenica in die V. portae (Fried et al., 2013; Young, 2012).

2.2 Pankreaskarzinom

2.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Pankreaskarzinom gehért zu den zehn haufigsten Tumorentitéten in Deutschland
(s. Abb. 3). Wegen der aul3erst ungunstigen Prognose ist es die vierthaufigste Ursache
krebsbedingten Todesfille. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate sowohl der Manner
als auch der Frauen in Deutschland liegt bei etwa 8 % (Kaatsch et al., 2015). Dies liegt
vor allem an einer spaten Diagnose, einer frihen Metastasierung sowie einem relativ
schlechten Ansprechen auf Chemotherapie (Seufferlein et al., 2012). Die
Erkrankungsrate nimmt mit steigendem Alter stark zu, wobei das mittlere
Erkrankungsalter von Frauen bei 75 Jahren und von Mannern bei 71 Jahren liegt
(Kaatsch et al., 2015). Allein in den USA wird aufgrund des demografischen Wandels
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von einer Verdopplung der Inzidenz bis zum Jahr 2030 ausgegangen. Ebenso lassen
Analysen vermuten, dass bis zu eben diesem Jahr das Pankreaskarzinom vermutlich
die zweithaufigste Ursache der krebsbedingten Todesfalle sein und lediglich von der
Mortalitat des Bronchialkarzinoms Ubertroffen werden wird. Geschuldet ist dies
Uberwiegend den besseren Friherkennungsmalnahmen und
Behandlungsmaoglichkeiten vieler Krebserkrankungen, insbesondere bei kolorektalen
Karzinomen (Rahib et al., 2014).

Die Inzidenz ist in den letzten drei Jahrzehnten im Vergleich zu anderen soliden
Tumoren nicht wesentlich angestiegen, wobei sich die Uberlebensaussichten nur
geringfugig verbesserten (Kaatsch et al., 2015; Ryan et al., 2014). Tab. 1 zeigt die
Anzahl der Krebsneuerkrankungen und -sterbefélle in Deutschland, die 2013 vom
Statistischen Bundesamt erhoben wurden. Die Erkrankungsrate ist bei Mannern mit
14,3 pro 100.000 Einwohner etwas hdher als bei Frauen, wo sie bei 10,4 auf 100.000
Einwohner liegt. Insgesamt erkranken in Deutschland j&hrlich etwa 17.000 Menschen
an einem Pankreaskarzinom. Weltweit wird die Anzahl der jahrlichen

Neuerkrankungen auf ca. 338.000 Falle geschétzt (Ferlay et al., 2015).

Tab. 1: Krebsneuerkrankungen und -sterbefélle in Deutschland sowie altersstandardisierte Raten,
2013. Quellen: Zentrum fir Krebsregisterdaten, Statistisches Bundesamt

Anzahl Erkrankungsrate je Anzahl Sterberate

. Neuerkrankungen | 100.000 Einwohner Sterbefalle
Diagnose
Pankreas- 8.480 8.660 10,4 14,3 8.328 8.273 9,7 13,4
karzinom
Krebs

229.900 252.600 351,2 434,1 101.775 | 121.313 | 126,7 196,5
gesamt
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Abb. 3: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2012 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs). Quelle: Kaatsch et al., 2015.

Die genaue Atiologie des Pankreaskarzinoms ist komplex und bisher weitestgehend
ungeklart, jedoch konnten einige Risikofaktoren identifiziert werden. So sind etwa 20 %
aller Pankreaskarzinome durch Rauchen bedingt (Lucenteforte et al., 2012; Vincent et
al., 2011). Dabei ist das Erkrankungsrisiko abhéangig von der Menge sowie der Dauer
des Tabakkonsums. Erst nach 15 Jahren ohne Tabakkonsum sinkt das Risiko, an
einem Pankreaskarzinom zu erkranken, auf das eines Nichtrauchers (Bosetti et al.,
2012).

Starkes Ubergewicht im jungen Erwachsenenalter erhoht das Risiko, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken, signifikant, wobei der Zusammenhang zwischen
Ubergewicht und der Erkrankungsrate bei Mannern ausgepragter zu sein scheint als
bei Frauen (Li et al., 2009).

Auch die Erndhrung spielt laut aktueller Studienlage eine Rolle. Menschen, die viel
Fleisch und wenig Gemise zu sich nehmen, haben ebenfalls ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko. Als weitere begunstigende Faktoren gelten ein hoher
Alkoholkonsum sowie Diabetes mellitus und chronische Pankreatitis (Lucenteforte et
al. 2012, Bosetti et al. 2012, Vincent et al. 2011). Eine positive Familienanamnese ist
ebenfalls ein bedeutender Risikofaktor, da 7 bis 10 % der Patienten bereits einen
Krankheitsfall in der Familie hatten. Ist bei einem Verwandten ersten Grades ein
Pankreaskarzinom diagnostiziert worden, ist das Risiko fur die Erkrankung um das

Neunfache gesteigert (Vincent et al., 2011).



Zudem gehen einige weitere genetische Faktoren mit einem erhdhten Risiko fir das
Auftreten eines Pankreaskarzinoms einher. Dazu gehdren unter anderem die
hereditdre Pankreatitis, das Lynch-Syndrom, die familiare adenomattse Polyposis
(FAP), das Peutz-Jeghers-Syndrom sowie hereditarer Brust- und Eierstockkrebs mit
Keimbahnmutationen im BRCAL1l- oder BRCA2-Gen. Schéatzungsweise spielen
erbliche Faktoren bei 5 bis 10 % aller Pankreaskarzinome eine Rolle (Seufferlein et
al., 2012).

Schon Rudolf Virchow konstatierte zudem eine Verbindung zwischen einem
Karzinomgeschehen und chronischen Entziindungsprozessen.
Entzindungsmediatoren wie COX-2 oder NF-kB sind nachgewiesenermalen an der
Entstehung von malignen Verdnderungen des Pankreas beteiligt (Balkwill und
Mantovani, 2001; Crusz und Balkwill, 2015; Grivennikov et al., 2010).

2.2.2 Pathologie und Histologie

Der haufigste histologische Typ des Pankreaskarzinoms ist mit iber 80 % das duktale
Adenokarzinom, das Uberwiegend im Pankreaskopf auftritt (Seufferlein et al., 2012).

Dieser Typ ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Pankreaskarzinome entwickeln sich meist aus nichtinvasiven Vorlauferlasionen, den
sogenannten pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN). Sie bestehen meist
aus einer intraduktalen Epithelwucherung, die den Sekretabfluss behindert, wodurch
eine epithelio-mesenchymale Transition provoziert wird (Riede und Blum, 2009). Diese
bezeichnet eine Umwandlung von Epithel- zu Mesenchymzellen unter dem Einfluss
bestimmter Signalmolekile, was die Tumorigenese unterstitzt (Riede und Brand-
Saberi, 2009).

Die PanIN werden in drei Typen eingeteilt, wobei mit jeder Stufe die Anzahl an
genetischen Mutationen steigt. Low-grade Typ 1 Neoplasien wurden auch in Autopsien
auch in noch gesunden Bauchspeicheldriisen nachgewiesen. Neben der Aktivierung
von Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), mit Gber 90 %, sind die
Inaktivierung einiger Tumorsuppressorgene wie cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(CDKN2A), tumor protein p53 (TP53), deleted in pancreatic cancer-4 (DPC4) und

breast cancer 2 (BRCAZ2) typische Genmutationen, die Uberwiegend in Typ 2 und 3
6



Lasionen nachgewiesen werden kénnen. In selteneren Fallen entstehen Karzinome
aus intraduktalen, papillaren, muzinésen Neoplasien oder muzinfésen, zystischen
Neoplasien. (Almoguera et al., 1988; Ryan et al.,, 2014; Vincent et al., 2011).
Makroskopisch zeigt sich meist ein derb-weil3licher Tumor mit einer perifokalen
Bindegewebsneubildung. Eine Unterscheidung zwischen Tumor und Entziindung ist

kaum madglich.

R S ot

— Normal — | PanIN-1A 4}— PanIN-1B o — PanIN-2
<—— Her-2/neu —» = pl6 > - p33 >
K-ras DPC4

Abb. 4: Entstehungsmodell des Pankreaskarzinoms (Hruban et al., 2000).

2.2.3 Symptome und Diagnostik

Das Pankreaskarzinom zeichnet sich durch das Fehlen von Frithsymptomen aus. Die
ersten Beschwerden zeigen sich meist erst nach der Infiltration des umliegenden
Gewebes (Vincent et al., 2011). Eines der ersten Symptome sind oftmals
Ruckenschmerzen. Im Allgemeinen &hneln die Beschwerden sehr denen einer
chronischen Pankreatitis: unspezifische Oberbauchbeschwerden, Appetitverlust,
Ubelkeit und Gewichtsverlust. Insbesondere beim Pankreaskopfkarzinom kann auch
ein schmerzloser Ikterus auftreten, welcher im Spéatstadium meist vorhanden ist (Ryan
et al., 2014; Vincent et al., 2011). Auch das Auftreten von tiefen oder oberflachlichen
Venenthrombosen ist nicht untypisch und oftmals ein Hinweis fur ein malignes
Geschehen (Vincent et al., 2011).

Die erste Untersuchung bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom stellt der abdominale
Ultraschall dar. Eine  Endosonographie  (EUS), kontrastmittelgestiitzte
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) zusammen mit einer
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP) haben als
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Folgeuntersuchungen die hochste Sensitivitdt in der Diagnostik einer bdsartigen
Raumforderung des Pankreas und liefern zudem weitere Informationen zu einer
Beteiligung des Gallen- oder Pankreasganges (Seufferlein et al., 2012).
Tumormarker, wie das am haufigsten verwendete CA19-9 sind nicht
pankreaskarzinomspezifisch und eignen sich daher lediglich als Verlaufsparameter
(Seufferlein et al., 2012).

Als Staging-Untersuchung sollten eine CT oder MRT plus MRCP durchgefuhrt werden.
Auch eine Endosonografie kann Hinweise auf GefalRinvasion oder
Lymphknotenbeteiligung geben (Seufferlein et al., 2012). Eine
computertomographische  Untersuchung des Thorax ist hilfreich, um
Lungenmetastasen zu detektieren. Dennoch ist eine genaue Beurteilung der
Tumorausbreitung oft erst intraoperativ moglich. Bei hochgradigem Verdacht auf ein
Karzinom und ein geplantes operatives Vorgehen ist eine vorherige histologische

Sicherung des Befundes nicht notwendig (Vincent et al., 2011).

2.2.4 Klassifikation

Die Einteilung der Tumorstadien erfolgt nach der TNM(primary tumor, regional lymph
nodes, distant metastasis)- und der UICC(union nationale contre le cancer)-
Klassifikation und richtet sich nach der Ausbreitung des Primartumors, dem Befall der
regionalen Lymphknoten sowie der Fernmetastasierung, anhand derer sich Prognose

und weitere Behandlungsmdglichkeiten ableiten lassen.

Als haufigster Manifestationsort von Fernmetastasen sind insbesondere Leber, Lunge

und das Peritoneum zu nennen (Ryan et al., 2014).

Tab. 2: TNM-Klassifikation fir Pankreaskarzinome; Quelle: frei ibersetzt nach Seufferlein et al., 2012;
Vincent et al., 2011.

Primartumor

TX | Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Nachweis eines Primartumors

Tis | carcinoma in situ




Tl Tumor begrenzt auf Pankreas, < 2cm in gréf3ter Ausdehnung

T2 Tumor begrenzt auf Pankreas, > 2cm in grof3ter Ausdehnung

T3 | Tumor breitet sich jenseits des Pankreas aus, jedoch ohne Infiltration des
Truncus coeliacus oder der A. mesenterica superior

T4 Tumor infiltriert den Truncus coeliacus oder die A. mesenterica superior
(nicht-resektabler Primartumor)

Regionédre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen vorhanden

Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tab. 3: UICC-Klassifikation fir Pankreaskarzinome; Quelle: frei Ubersetzt nach Seufferlein et al.,
2012.

Stadium T N M
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
B T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T1-3 N1 MO
1] T4 Jedes N MO
v Jedes T Jedes N M1

2.2.5 Therapie

Die einzig kurative Option zur Behandlung des Pankreaskarzinoms ist ein operativer
Ansatz mit dem Ziel einer RO-Resektion. Fir diese ist eine genaue Evaluation der
moglichen Gefal3invasion notwendig (s. Abb. 5). Oftmals kommt dieser Ansatz jedoch
nur bei Patienten in Stadium | oder Il in Frage. In Analysen zeigte sich, dass sich
lediglich etwa 20 % der Patienten sich einer primér operativen Therapie unterziehen
(Spanknebel und Conlon, 2001; Stathis und Moore, 2010). Die Operationsmethode



der Wabhl stellt hierbei die nicht-pyloruserhaltende partielle Pankreatikoduodenektomie
(OP nach Whipple-Kausch) dar. Vergleichbare Operationsmethoden, wie die
pyloruserhaltende nach Traverso-Longmire oder ausgedehntere Verfahren mit
erweiterter Lymphadenektomie, verbessern das Outcome nicht. Tumore im
Pankreasschwanz werden in der Regel mit einer Pankreaslinksresektion und
simultaner Splenektomie behandelt. (Ryan et al., 2014; Seufferlein et al., 2012). In
entsprechenden Zentren kdnnen diese Eingriffe bereits teilweise laparoskopisch
durchgefiihrt werden (Bausch und Keck, 2017; Siech et al., 2017), wobei bereits 1992
von der ersten laparoskopischen pylorus-erhaltenden Pankreatikoduodenektomie
berichtet wurde (Gagner und Pomp, 1994). Trotz oftmals angestrebter, primar
chirurgischer Versorgung erfolgt die Behandlung des Pankreaskarzinoms stets durch

ein interdisziplinares Team (Vincent et al., 2011).

r—~ -

Unresectable \ ‘
Distant metastases Portal vein \/\

Hepatic artery

Arterial encasement
(celiac trunk, superior mesenteric
artery, or hepatic artery)

Arterial involvement
(celiac trunk, superior mesenteric
artery, or hepatic artery)

Venous encasement
(portal or superior mesenteric vein)

Venous involvement
(portal or superior mesenteric vein)

Pancreatic
Attached to other organs ducts

No arterial or venous involvement
= Superior mesenteric

Resectable artery and vein

Abb. 5: Mdglichkeit der Resektabilitat in Abhangigkeit von der Infiltration benachbarter Organe und
Strukturen (Ryan et al., 2014).

1 bis 2 Monate postoperativ folgt eine adjuvante Chemotherapie fir 6 Monate mittels
Gemcitabine oder 5-Fluoruracil (5-FU) (Seufferlein et al., 2012; Vincent et al., 2011).
Auch Patienten mit einer R1-Resektion profitieren von einer adjuvanten
Chemotherapie. Neoadjuvante Chemotherapie wird sowohl Patienten mit einem
resektablem Tumor zur Vermeidung von Metastasenbildung als auch Patienten mit

fraglich operablen oder inoperablen Tumoren zum ,Downsizing“ und zur Herstellung
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einer Resektabilitat empfohlen. Bei inoperablen Tumoren ist das Behandlungsziel eine
Verlangerung des Lebens, eine Linderung der durch den Tumor verursachten
Beschwerden und eine Eindammung des Tumor- und Metastasenwachstums.
Palliativ kann ebenfalls eine Chemotherapie mit Gemcitabine erfolgen. Patienten in
Stadium IV  zeigen bei Anwendung des FOLFIRINOX-Schemas (5-
FU+lrinotecan+Oxaliplatin) ein medianes Uberleben von 11,1 Monaten (bei
Monotherapie mit Gemcitabine 6,2 Monate), jedoch ist dieses auch toxischer als die
Behandlung mittels Gemcitabine. Bei Patienten unter 75 Jahren mit einem guten
Performance-Status gilt diese Behandlung dennoch als Mittel der Wahl (Seufferlein et
al., 2012).

2.3 Receptor Activator of Nuclear Factor-xB

Der Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (RANK) ist ein vor etwa 15 Jahren
entdecktes Typ 1 Membranprotein, das eine hohe Ahnlichkeit zu CD40 aufweist
(Hanada et al., 2011; Owen et al.,, 2013). Es besitzt eine grof3e zytoplasmatische
Domane am C-terminalen Ende sowie eine extrazellulare Domane mit vier

cysteinreichen Regionen und zwei Glykolisierungsstellen (Theoleyre et al., 2004).

Auch wenn RANK zunachst im Kontext des Knochenstoffwechsels bekannt wurde,
konnten weitere Funktionen zum Beispiel im Immunsystem und bei
Tumorerkrankungen nachgewiesen werden. RANK aktiviert die
Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung und nimmt zusammen mit seinem
Liganden (RANKL) eine Schlisselposition in der Regulation des Knochenumbaus ein.
RANK-knockout Mause weisen eine schwere Osteopetrose auf und besitzen keine
funktionsfahigen Osteoklasten. Zudem ist die Heranreifung von B- und T-Zellen
deutlich beeintrachtigt (Dougall et al., 1999). Der intrazellulare Signalweg nach
Bindung seines Liganden an RANK st komplex wund bewirkt eine
Rezeptortrimerisierung mit nachfolgender Rekrutierung von Adaptermolekilen wie c-
src und TNF-receptor-associated factor 6 (TRAF6) (Teitelbaum, 2006). Durch die
Interaktion mit RANKL reguliert RANK die Zellproliferation sowie die
Zelldifferenzierung (Duheron et al., 2011). Auch konnte RANK auf der Oberflache von

dendritischen Zellen nachgewiesen werden, wo es unter anderem antiapoptotisch
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wirkt; genauere Funktionen sind bisher jedoch noch nicht ausreichend geklart
(Anderson et al., 1997; Hanada et al., 2011; Hofbauer, 2010).

2.4 Receptor Activator of Nuclear Factor-xB Ligand

Der Receptor Activator of Neuclear Factor-kB Ligand (RANKL) gehdort zur Familie der
Tumornekrosefaktoren und ist der bisher einzig bekannte Ligand von RANK (Owen et
al., 2013). Bekannte Synonyme dieses Proteins sind tumor necrosis factor-related
activation-induced cytokine (TRANCE) und tumor necrosis factor ligand superfamily
member 11 (TNRSF11). Ein kirzlich beschriebener neuer RANKL-Rezeptor, leucine-
rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LGR4), scheint mit RANK zu
konkurrieren und den  kanonischen = RANK-Signalweg wahrend der

Osteoklastendifferenzierung zu unterdriicken (Luo et al., 2016).

Entdeckt wurde RANKL 1997 von vier unabhéngigen Arbeitsgruppen. Zwei von ihnen
beschrieben die Rolle von RANKL bei der Osteoklastendifferenzierung (Lacey et al.,
1998; Yasuda et al., 1998), wahrend zwei andere die Expression im Immunsystem an
der Oberflache von aktivierten T-Zellen und dendritischen Zellen nachwiesen
(Anderson et al., 1997; Wong et al., 1997).

Bisher wurden drei bekannte Isoformen identifiziert. Die Grundform ist ein Typ 1
Membranprotein. Wahrend sowohl bei RANKL 2 und bei RANKL 3 die intrazellulare
Domane fehlen, fehlt bei RANKL 3 zusatzlich die Transmembrandomane, sodass
diese Isoform in I6slicher Form vorliegt (lkeda et al., 2001). Die l6sliche Form kann
ebenfalls durch die enzymatische Spaltung durch Metalloproteinasen wie dem TNF-a
konvertierenden Enzym (TACE) aus einer membrangebundenen Form entstehen
(Lum et al., 1999).

Die Uberwiegende Funktion von RANKL ist zwar die Regulierung des
Knochenstoffwechsels jedoch steht ihm ebenso eine Rolle im Immunsystem zu, wo
RANKL dendritische und T-Zellen beeinflusst (Anderson et al., 1997; Wong et al.,
1997).Neben der Expression auf Osteoklasten und Zellen des Immunsystems lief3 sich
RANKL auch in Leber, Lunge, Niere und Brustgewebe nachweisen (Kartsogiannis et
al., 1999).
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Im Bereich des Knochenstoffwechsels wirkt das l6sliche Osteoprotegerin (OPG) als
kompetetiver Bindungspartner samtlicher Formen von RANKL, der dessen Wirkung
neutralisiert. Somit wird eine Feinregulation des Knochenstoffwechsels erreicht. Bei
OPG handelt es sich um ein l6sliches Protein, das ebenfalls aus der tumor necrosis
factor(TNF)-Rezeptor-Familie stammt und vor allem von osteoblastaren Zellreihen,
Stromazellen und Chondrozyten ausgeschuttet wird. (Hofbauer und Schoppet, 2004,
Simonet et al., 1997; Teitelbaum, 2006).

RANKL hat ebenso eine entscheidende Bedeutung in der Brustdriisenentwicklung. So
konnte in Mausversuchen nachgewiesen werden, dass sowohl rank’/ als auch rankl/-
Mé&use nur eine rudimentare Entwicklung der alveoléaren Brustdriisenzellen aufwiesen
(Kim et al., 2006).

2.5 RANK und RANKL im onkologischen Kontext

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten den Einfluss von RANK und RANKL auf die
Entstehung von Brustkrebs. In préklinischen Studien zeigte sich, dass die Blockade
des RANK/RANKL-Signalweges im Mausmodell zu einer verringerten Bildungsrate

von Brustkrebs fuhrte (Gonzalez-Suarez et al., 2010).

Owen beschrieb 2013, dass sich etwa die gleiche gquantitative RANK-Expression in
allen untersuchten Brustkrebszelllinien zeigte, wahrend die RANKL-Expression
unterschiedlich war. Interessanterweise zeigten sich in der Follow-up-Untersuchung
bei Patientinnen mit Knochenmetastasen signifikant niedrigere RANK-
Transkriptionswerte als bei Patientinnen die krankheitsfrei blieben. Bei RANKL
hingegen verhielt es sich genau andersrum. So ist die RANKL-Expression fir die
normale Funktionsweise der Brustdrise zwar unerlasslich, erleichtert bei
karzinomatdsem Geschehen allerdings auch die Metastasierung in den Knochen.
Uberlebensanalysen zeigten jedoch, dass Patientinnen mit einer hoheren RANK- und
RANKL-Expression ein besseres medianes Uberleben aufzeigten im Vergleich zu
Patientinnen mit niedrigerer RANK- und RANKL-Expression, so dass dieser
moglicherweise ein gewisser prognostischer Wert zugeschrieben werden kénnte
(Owen et al., 2013). In immortalisierten Brustkrebszelllinien wurde nach Herabsetzen
der RANK-Expression durch einen Knockdown ein signifikanter Ruckgang der

pulmonalen Metastasierung nachgewiesen (Tan et al., 2011).
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RANKL zeigte in Studien mit Brust- und Prostatakrebszellen keinen Einfluss auf die
Zellproliferation, scheint jedoch einen signifikanten Einfluss auf die Zellmigration zu
haben. Mit RANK-Knockdown-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass das
Basislevel der Zellmigration unabhéngig von der RANK-Expression zu sein scheint
(Casimiro et al., 2013). In Zellen von Prostatakarzinomen ist die RANK- und RANKL-
Expression um ein Vielfaches hoéher als in gesundem Gewebe, wobei es keinen
Zusammenhang zum Tumorstadium oder dem Gleason Score zu geben scheint
(Ohtaka et al., 2017; Vega et al., 2007).

Bei Magenkarzinomen konnte ebenfalls eine erhthte RANK-Expression gezeigt
werden, die einen Zusammenhang mit der EGFR-Expression zu haben scheint, die
sich in den meisten untersuchten Zelllinien ebenfalls erhoht darstellt. Auch beim
Magenkarzinom konnte kein eindeutiger Effekt auf die Zellproliferation gezeigt werden
(Zhang et al., 2017).

Neben einem direkten Effekt auf Karzinomzellen tragt RANKL in der Tumorumgebung
zusatzlich zur Neoangiogenese bei und beginstigt damit das weitere Wachstum des
bosartigen Geschehens (Renema et al.,, 2016). Des Weiteren spielt RANKL in der
Pathogenese von Knochenmetastasen eine bedeutende Rolle. Durch die erhthte
RANKL-Expression kommt es durch Knochenabbau zu einer vermehrten
Ausschittung von Wachstumsfaktoren, die wiederum das Tumorwachstum

begunstigen (Blair et al., 2007).

2.6 Cyclooxygenase-2

Die Cyclooxygenase ist ein Schlisselenzym im Arachidonsaurestoffwechsel, wo es
die Bildung von Prostaglandinen katalysiert (Dubois et al., 1998). Drei Isoformen sind
bisher bekannt, wobei hier lediglich auf die Cyclooxygenase-2 (COX-2) eingegangen

werden soll.

Es handelt sich um ein Membranprotein, das ein Molekulargewicht von 67 bis 72 kDa
aufweist und als Homodimer vorliegt. COX-2 wird nur in sehr wenigen Geweben wie
dem Gehirn und der Niere wesentlich exprimiert. Die Expression kann jedoch auch in
anderen Gewebe durch Entziindungsmediatoren wie IL-1 induziert werden (Garavito
und Dewitt, 1999). Durch die Katalyse bei der Bildung von Prostaglandinen werden

Entziindungsreaktionen verstarkt oder aufrechterhalten.
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Mehrere Arbeitsgruppen beschatftigten sich bereits mit der Expression von COX-2 in
humanen Karzinomen. Eine erhdhte Expression konnte unter anderem bereits in
malignen Geschehen des Kolons, der Lunge, des Magens und auch des Pankreas
nachgewiesen werden, wo es das Zellwachstum und die -migration zu beeinflussen
scheint (Eibl et al., 2005; Li et al., 2013; Yip-Schneider et al., 2000).

COX-2 wird nicht nur von den Tumorzellen selbst, sondern auch vom umliegenden
Stroma induziert. Die gebildeten Prostaglandine beeinflussen sowohl das
Tumorstroma als auch die Tumorzellen selbst auf unterschiedliche Arten (Ferrandina
et al.,, 2002; Kazem et al., 2014; Oshima et al., 1996). Die Aktivierung von NF-kB,
beispielsweise durch die RANK-RANKL-Signalkaskade, fuhrt zu einer vermehrten

Expression von COX-2.

Eine regelmafiige Einnahme von Aspirin (unselektiver COX-Hemmer) oder anderen
NSAID zeigte einen relevanten Riickgang des relativen Risikos, an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken, wobei der Effekt zwischen 50 und 90 % schwankte
(Giovannucci et al., 1995, 1994; Kawamori et al., 1998).

Anfang der Nullerjahre wurde Celecoxib, ein selektiver COX-2 Hemmer bereits zur
Pravention bei FAP zugelassen, wo die regelméfiige Einnahme zu einer signifikanten
Reduktion der Anzahl an Polypen fihrt (Steinbach et al., 2000). Generelle
Empfehlungen zur protektiven Einnahme von COX-2-Hemmern flir die

Allgemeinbevoélkerung gibt es jedoch nicht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Gebrauchsmaterialien

Chemikalien und Gebrauchsmaterialien des alltéaglichen Laborbedarfs werden nicht

gesondert aufgefihrt.

Tab. 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

0,25% Trypsin EDTA (1x)

Life technologies™ /GIBCO®

0,5 M Tris pH 6,8 Bio-Rad
1M Tris pH 8,0 Bio-Rad
1,5M Tris pH 8,8 Bio-Rad
100%ige Essigsaure Merck

30% Acrylamid (19:1) Bio-Rad
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Bio-Rad

Aqua bidest.

SIGMA-ALDRICH®

Blotting Grade Blocker

Bio-Rad

Bovine Serum Albumin (BSA)

SIGMA-ALDRICH®

Bromphenolblau

SIGMA-ALDRICH®

Chloroform

Merck

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

SIGMA-ALDRICH®

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 1x)

Life technologies™/GIBCO®

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 1x) Pan-Biotech
Epidermal Growth Factor (eGF) Pepro Tech
Ethanol Walter CMP

Fetales Kalberserum (FCS)

Life technologies™/GIBCO®

Basic Fibroblast Growth Factor (FGF, human)

Pepro Tech
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Gemzar® (Gemcitabin)

Eli Lilly

Glycin

SIGMA-ALDRICH®

Halt™ Proteoase Inhibitor Cocktalil

Thermo Scientific

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Thermo Scientific

Insulin

SIGMA-ALDRICH®

Isopropanol

Roth

Keratinocyte Serum Free Media (SFM)

Life technologies™/GIBCO®

Laemmli-Puffer Bio-Rad
Lipofectamine 2000 invitrogen

LB Broth SIGMA-ALDRICH®
Methanol J. T. Baker®
Natriumchlorid (NaCl) Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS)

SIGMA-ALDRICH®

Nitrocellulosemembran

Thermo Scientific

NS 398 (ab120295) Abcam
NuPage 4-12% Bis-Tris Gel Novex
NuPage MES SDS Running Buffer (20x) Novex
Opti-MEM® Reduced Serum Medium, GlutaMAX™ GIBCO®

Supplement

Penicillin-Streptomycin

Life technologies™/GIBCO®

peqGOLD TriFAST™ Peglab
Ponceau S Solution for electrophoresis Serva
Precision Plus Protein™ Dual Color Standard Bio-Rad

Protease™ Inhibitor Cocktail

Thermo Scientific

Protein Block Serum-Free

Dako

Puromycine dihydrochloride 10mg/ml

SIGMA-ALDRICH®

Recovery Cell Culture Freezing Medium

Life technologies™/GIBCO®
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Radio Immuno Precipitation Assay (RIPA)-Puffer
(RO278)

SIGMA-ALDRICH®

Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)

SIGMA-ALDRICH®

RNAlater

QIAGEN

Recombinant human TRANCE (SRANKL)

R&D Systems®

Recombinant mouse RANK Ligand/TRANCE

R&D Systems®

SeaKem LE Agarose

Lonza

TEMED

Bio-Rad

Transferrin

SIGMA-ALDRICH®

TRI Reagent®

SIGMA-ALDRICH®

Triton X-100

SIGMA-ALDRICH®

Trizma® Base

SIGMA-ALDRICH®

Trypanblau

Life technologies™/GIBCO®

Tween 20

Serva

Whatman® Cellulose Filter Paper

SIGMA-ALDRICH®

B-Mercaptoethanol

SIGMA-ALDRICH®

Tab. 5: Verwendete Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterial

Hersteller

Centriprep® Centrifugal Filters

Merck Millipore

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96

Roche

Reaktionsgefalle, DNase-, RNase-frei

Sarstedt

Steriflip® Vacuum-driven Filtration System

Merck Millipore

Zellkulturgefalle

Thermo Scientific
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3.1.2 Kits

Tab. 6: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

PathScan® Cleaved Caspase-3 (Aspl175) Sandwich
ELISA Kit #7190

Cell Signaling Technology®

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation

Assay

Promega

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2x)

Thermo Scientific

PierceTM BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

PierceTM ECL Western Blotting Substrate

Thermo Scientific

Plasmid Purification Kit

QIAGEN

RNeasy Mini Kit

QIAGEN

Super SignalTM West Dura Extended Duration Substrat

Thermo Scientific

Total SRANKL (human) ELISA kit

Immundiagnostik

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

Roche

3.1.3 Puffer und Losungen

TBS-T, der Transfer- und SDS-Laufpuffer (Western Blot) wurden einfach-konzentriert

eingesetzt und soweit nicht naher erlautert nur mit Aqua dest. verdinnt.

Blockierlésung Milchpulver (WB) Blockierlésung TBS-T (WB)
5g Blotting Grade Blocker 0,1 ml Tween-20
ad 100 ml TBS-T 59gBSA

100 ml TBS
Neutralisierungspuffer (WB) Lysepuffer
1 M Tris 990 pl RIPA-Puffer
pH 8 10 pl Protease Inhibitor Cocktail
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5 x Laemmli-Probenpuffer (WB)
31,2 ml Tris 0,5 M (pH 6,8)

2,59 SDS

10 ml Glycerin

2 ml B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

ad 50 ml Aqua dest

10 x SDS-Laufpuffer (WB)
30,3 g Trizma Base

144 g Glycin

10 g SDS

ad 1 | Aqua dest.

1 x Transferpuffer (WB)
100 ml 10 x Transferpuffer
200 ml Methanol

ad 1 | Aqua dest.

Neutralisierungspuffer (WB)
1M Tris

pH 8

3.1.4 Gerate

10 x TBS-T (WB)
60,57 g Trizma Base
87,66 g 1,5 M NaCl
0,05% Tween 20

ph 7,4

10 x Transferpuffer (WB)
288 g Glycin

60,4 g Trizma Base

ad 2 | Aqua dest.

Stripping-L6sung (WB)
0,5M NaCl (29,229)

29 ml 100%ige Essigsaure
ad 1 | Aqua dest.

Gerate des alltdglichen Laborbedarfs werden nicht gesondert aufgefiihrt.

Tab. 7: Eingesetzte Gerate

Geréat

Hersteller

Centrifuge 5417R

Eppendorf

FLUOstar Omega

BMG LABTECH

Heraeus™ Multifuge™ X3R Centrifuge

Thermo Scientfic

LAS-3000

Fuijifilm
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LightCycler 480 Roche
NanoDrop™ ND-1000 Peqglab
Olympus BH-2 Olympus
Olympus Camedia C-5050 Olympus

Rotina 35 R

Hettich Zentrifugen

Thermocycler

Biometra

3.1.5 Software und Datenbanken

Tab. 8: Verwendete Software

Name Hersteller bzw. Internetadresse
Aida Image Analyzer V.3.44 Raytest
LightCycler® 480 Software V.1.5 Roche

Microsoft Office 2015

Microsoft Corporation

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Omega MARS V.2.41

BMG LABTECH

3.1.6 AntikGrper

Priméarantikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-RANKL (1:500)

Abcam (ab9957)

Anti-RANK (1:500)

Abcam (ab22106)

Anti-GAPDH (1:500)

Abcam (ab9485)

HSC 70 (B-6) (1:500)

Santa Cruz (sc-7298)

Anti-COX2 (1:500)

Abcam (ab15191)
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Sekundarantikdrper

Antikorper Hersteller
Stabilized peroxidase conjugated goat anti-mouse Thermo Scientific
(H+L) 1gG

Anti-rabbit IgG HRP-linked Antibody Cell Signaling
Goat anti-mouse IgG HRP Santa Cruz

Goat anti-rabbit IgG HRP Santa Cruz

3.1.7 Oligonukleotide

Primer (alle von Eurofins MWG Operon)

Name Sequenz (5°-3’) Tm (°C) GrofRRe (bp)
RANK FW ATGCGGTTTGCAGTTCTTCTC 57,9 189
RANK REV AAGCCTCATTGATCCAGTGC 57,3

RANKL FW AAGCCACCAAAGAATTGCAG 55,2

RANKL REV TTCCTTTTGCACAGCTCCTT 55,2

GAPDH FW CAGAACATCATCCCTGCCTCT 59,8 319
GAPDH REV | GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG 60,3

3.1.8 Zelllinien

Fur die vorliegende Arbeit wurden mehrere Zelllinien von humanen Adenokarzinomen
untersucht. Die Zelllinien L3.6 pancreas-liver (L3.6pl) wurden durch vielfache
Selektionierung aus der Pankreaskarzinomzelllinie COLO 357 gewonnen und besitzen
ein hohes Potential Lebermetastasen zu bilden (Bruns et al., 1999). Ausgehend von
dieser Zelllinie haben Glngér et al. 2011 eine Subgruppe Gemcitabin-resistenter
Zellen selektioniert, die als L3.6pl res aufgefuhrt sind. Die ursprungliche Zelllinie wurde
L3.6pl wt genannt.

Kommerziell wurden die Zelllinien Panc-1 (ATCC, Bestellnummer CLR-1469), Panc-2

(ATCC, Bestellnummer CRL-2553) sowie BXPC3 (ATCC, Bestellnummer CRL-1687)

erworben.
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Die Zelllinien 5061, 5072, 5156 und 5328 wurden aus Primartumoren von Patienten
der Abteilung fur Viszeral-, Thorax- und Gefal3chirurgie der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf (UKE) etabliert, bei denen ein Adenokarzinom des Pankreas
nachgewiesen wurde. Fir die Probeentnahme und die Verwendung liegt eine
Bewilligung der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg vor (Nummer: PV3548).
Alle Patienten wurden préoperativ eingehend mit ausreichender Bedenkzeit
aufgeklart; samtliche schriftlichen Einwilligungen liegen vor. Die patientenbezogenen
Daten sind anonymisiert. Als Referenzzelllinie wurde humanes pankreatisches
Duktepithel (HPDE) verwendet. Es handelt sich hierbei um eine immortalisierte

humane Zelllinie, welche aus duktalem Pankreasepithel gewonnen wurde.

Fur lentivirale Transfektionen wurden als Hilfszellen HEK 293T-Zellen verwendet. Bei
HEK-Zellen (Human Embryonic Kidney-Zellen) handelt es sich um mit Simivian-Virus
40 (SV40) transformiertes Nierenzellgewebe von Foeten, Neugeborenen und
Sauglingen (Shein and Enders, 1962). Die verwendete Variante HEK 293T exprimiert
zusatzlich das SV40 large T-Antigen, welches die intrazellulare Vermehrung von

Lentiviren mdglich macht.

3.1.9 N&hrmedien

Tab. 9: Nahrmedien mit entsprechenden Zusatzen fur die jeweiligen Zelllinien

Nahrmedium + Zusatze Zelllinie

Keratinocyten-SFM + 1 % P/S + 10 % FCS + 1 % eGF HPDE

RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS L3.6pl wt

RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS + 2 uM Gemzar L3.6pl res

DMEM+1 % P/S+10 % FCS Panc-1, Panc-2, BxPC3
DMEM + 1 % P/S + 10 % FCS + Puromycin Transfizierte Pancl, BxPC3
RPMI-1640+ 1% P/IS+10% FCS+1 % eGF + 1 % 5061, 5072, 5156

FGF + 1 % Insulin + 0,5 % Transferrin

Opti-MEM + GlutaMAX HEK 293T
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3.2 Methoden

Die folgenden Methoden sind sind in der Abteilung fur Allgemein-, Viszeral- und

Thoraxchirurgie etabliert.

3.2.1 Zellkultur

Die oben genannten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz in
Zellkulturflasche mit 75 cm? kultiviert. Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle

Inkubationsschritte bei Zellkulturversuchen unter diesen Bedingungen durchgefihrt.

Nach Erreichen einer Konfluenz von 80 bis 100 % erfolgte die Passage der Zellen in
eine neue Zellkulturflasche. Bei jedem Uberfiihren von Zellen in eine neue Flasche
erhohte sich die sogenannte Passagezahl um 1. Die Passagezahl wurde auf den

Zellkulturflaschen vermerkt.

Das Nahrmedium wurde abgesaugt und die Flasche mit 10 ml DPBS gespdult, um
Ruckstande des Mediums zu entfernen, da dieses die Wirkung des Trypsin-EDTAS
verringert. Nach Absaugen des DPBS wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA fur 5
bis 10 min im Brutschrank inkubiert. Das Trypsin daute die Zell-Matrix-Verbindungen
an und loste die Zellen dadurch von der Kulturunterlage ab, wéhrend das EDTA als

Ca?*-Chelator die Zell-Zell-Verbindungen loste.

Nach Ablosung des Zellrasens wurden 8 ml Medium hinzugegeben und das Zell-
Medium-Gemisch mehrmals auf- und abpipettiert, um die Zellen zu vereinzeln. Je nach
Bedarf wurde ein bestimmter Teil der Zellen (je nach Verdinnungsfaktor) in eine neue

Zellkulturflasche mit vorgelegtem Medium gegeben.

Wenn Zellen aktuell nicht mehr bendétigt wurden oder ein Vorrat an Zellen aufgebaut
werden sollte, erfolgte die Langzeitlagerung im Stickstofftank. Dazu wurde die
Zellsuspension in ein Falcon-Rdhrchen Uberfuhrt und anschlieRend bei 1.250 g fur
5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, das verbliebene
Zellpellet in 0,8 ml speziellem Einfriermedium (Recovery Cell Culture Freezing
Medium) resuspendiert und in ein speziell zum Einfrieren geeignetes Gefald

(Kryoréhrchen) tberflhrt. In einer mit Isopropanol befillten Kammer wurden die Zellen
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bei -80 °C fur mindestens 24 h zwischengelagert, sodass sie vorsichtig eingefroren

und anschlieBend in einem Stickstofftank bei -196 °C gelagert werden konnten.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryordhrchen kurz in ein auf 37 °C vorgewarmtes
Wasserbad gehalten, der halbgefrorene Inhalt in eine mit Medium befillte

Zellkulturflasche Uberfuhrt und anschlieRend im Brutschrank inkubiert.

3.2.2 Zellzadhlung

Die Ermittlung der Zellzahl wurde mithilfe von Trypanblau durchgefiihrt. Dieser
Zellviabilitatsfarbstoff farbte avitale Zellen blau an, sodass eine Differenzierung
zwischen vitalen und avitalen Zellen unter dem Mikroskop erfolgen konnte. Die
Zellsuspension wurde hierfur zu gleichen Teilen mit Trypanblau versetzt. 10 yl des
Gemischs wurde in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben (Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm?)
und vier GroRquadrate der Zahlkammer ausgezéahlt. Zur Berechnung der Zellzahl pro

Milliliter diente folgende Formel:

Zellzahl _ Gesamtzellzahl in ausgezahlten Grofiquadraten

= X Verdi ktor x 10.000
ml Anzahl der ausgezahlten Grofdquadrate erdiinnungsfaktor

3.2.3 Stimulationsversuche

Die durchgefuhrten Stimulationsversuche dienten dem Zweck, herbeigefiihrte
Veranderungen im Proliferations- und Apoptoseverhalten sowie in der

Proteinexpression aufzuzeigen.

Zur Untersuchung von Veradnderungen der Proteinexpression wurden Zellen in 6 Napf-
Platten (Nunc™ Thermo Scientific Nunclon ™ 6-well MultiDish with lid, Thermo
Scientific) ausgesat. Hierbei wurde vorgegangen, wie weiter oben beim Passagieren
der Zellen beschrieben. 1 ml der mit Medium aufgefillten Zellsuspension wurde mit
4 ml Medium in einen Napf der 6-Napf-Platte gegeben und anschlieRend inkubiert. Bei
einer erreichten Konfluenz von 90 bis 100 % wurde das Medium abgesaugt und einmal
mit DPBS gespllt, AnschlieRend wurden 3 ml Medium mit unterschiedlichen
Konzentrationen von I6slichem rekombinanten humanem RANKL (rh SRANKL) zu den
Zellen gegeben und fur folgende Zeitrdume inkubiert: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min

und 60 min. Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen trypsiniert und
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Gesamtzelllysate zur weiteren Analyse aus den Zellen gewonnen. Ziel dieser
Versuchsreine  war der Nachweis von  Verdnderungen bestimmter

Proteinexpressionen.

Zum Aufzeigen von Veranderungen im Proliferations- und Apoptoseverhalten von
Zellen (s. Kap. 3.2.10 und 3.2.11) wurde dem Medium sRANKL oder der COX2-
Inhibitor NS 398 zugefligt. Dazu wurden die Zellen in einer 96-well-Platte bzw. in 10 cm
Schalen ausgesat und dem Medium entsprechende Zusatze hinzugegeben. In einer
ersten Versuchsreihe wurde eine aufsteigende Konzentrationsreihe angewendet, um

die optimale Konzentration fur das Ausfuhren weiterer Versuche zu ermitteln.

3.2.4 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Fur das Gewinnen von Gesamtzelllysaten wurden zunachst Zellpellets benétigt. Es
wurde vorgegangen wie beim Passagieren der Zellen. Hatten sich die Zellen nach
Zugabe von Trypsin-EDTA vollstdndig vom Flaschenboden geldst, wurde je nach
benotigter Lysatmenge eine Teilmenge der Zellen verwendet oder der Inhalt mehrerer

Zellkulturflaschen in einem 50 ml Falcon-Réhrchen zusammengefuhrt.

Nach Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C und 1.250 g war am Boden des Falcon-
Rohrchens das Zellpellet sichtbar. Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums wurde
das Pellet in DPBS resuspendiert und erneut fir 5 min zentrifugiert, um noch
vorhandene Riickstande des Mediums auszuwaschen. Der Uberstand wurde erneut

abgesaugt und das Zellpellet auf Eis gelagert.

Je nach PelletgroRe wurden 30 bis 300 pl Lysepuffer verwendet, um das Pellet zu
resuspendieren. Die Zellen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt, fur 5 bis
10 min auf Eis inkubiert und anschlieRend fir 5 min bei 14.000 RPM und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet am Boden des ReaktionsgefalRes bestand aus genomischer
DNA, wahrend der Uberstand das Gesamtzelllysat beinhaltete. Dieses wurde in ein
neues Eppendorf-Roéhrchen pipettiert und bei -20 °C gelagert. Zur Ermittlung der

Proteinkonzentration wurde der BCA-Test (Kap. 3.2.5) angewendet.
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3.2.5 BCA Protein Assay

Der BCA (Bicinchoninsaure) Protein Assay diente der Quantifizierung des
Proteingehaltes von Zelllysaten. In der vorliegenden Arbeit wurde das Kit Pierce BCA
Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible verwendet. Die angewendete Methode
beruht darauf, dass Peptidbindungen Cu?* zu Cu* reduzieren. Dieses band mit dem
BCA einen Farbkomplex, der sich photometrisch bei einem Absorptionsmaximum von
562 nm messen liel3. Zur Auswertung wurde eine Standardreihe mit BSA (Bovines
Serumalbumin) erstellt, deren Proben eine definierte Menge an Protein enthielt. Je 10
ul der Proben fur die Standardreihe und der zu messende Proben wurden in
Doppelbestimmung auf eine 96-well-Platte auftragen. Sollte die Konzentration der
Lysate die Konzentrationen der Proben der Standardreihe Gberschreiten, mussten die
Proben mit Wasser verdinnt werden, da ansonsten die Aussagekraft der
Messergebnisse unzuverlassig war.

Nach Zugabe von je 200 ul des Reaktionsgemisches pro Napf wurde die 96-well-Platte
fir 20 min bei 37 °C inkubiert und anschliel3end die Extinktion bei 562 nm mithilfe des

FLUOstar Omega und der dazugehdrigen Software Omega analysiert.

Die Erstellung der Standardkurve sowie die Ermittlung des Proteingehalts in den
Proben, ggf. unter Bericksichtigung etwaiger Verdinnungen, wurde mit Excel
durchgefuhrt.

3.2.6 Western Blot

Die SDS-Gele fur das Western Blot-Verfahren bestehend aus Trenn- und Sammelgel
wurden nach im Folgenden beschriebenen Rezept selbst hergestellt und anschlie3end
fir einen Zeitraum von maximal 2 Wochen bei 4 °C gelagert. Je nach Grol3e der
nachzuweisenden Proteine wurden Gele mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen

verwendet.

27



Trenngel (ergibt 2 Gele)

8 % 10 % 12 %
Aqua dest. 5,7 ml 4 ml 3,35 ml
Acrylamid (19:1) 2,7 ml 3,3ml 4 ml
1,5M Tris pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl
10% SDS 100 pl 100 ul 100 pl
TEMED 40 ul 40 ul 40 pl

Sammelgel (ergibt 4 Gele)

4%
Aqua dest. 6 ml
Acrylamid (19:1) 1,35 mi
0,5M Tris pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
10% APS 50ul
TEMED 40l

Der Western Blot, auch Immunoblot genannt, ist ein Verfahren zum Nachweis von
Proteinen nach Ubertragung auf eine Tragermembran mittels Gelelektrophorese.
Hierzu wurden die Proteine im ersten Schritt ihrer Grol3e nach aufgetrennt und in
einem zweiten Schritt auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen, wo sie

anschlieBend mit Hilfe von Antikérpern nachgewiesen werden konnten.

Bei den unten genannten Volumenangaben wurde von einem Gel mit 10 Taschen zum
Beflllen ausgegangen. Wurde ein Gel mit 12 oder 15 Taschen verwendet, musste das

Gesamtvolumen der Probe entsprechend verringert werden.

Zunachst wurden die Proben fir die SDS-Gelelektrophorese vorbereitet. Hierflr
wurden je 40 ug Protein einer Probe mit Aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von
20 ul aufgefillt und anschlieBend mit 5 pl funffachem Lammli-Puffer (Kap. 3.1.3)
vermischt. Um eine Denaturierung der Proteine zu erzielen, wurden die Proben fur
5 min bei 95 °C aufgekocht und anschlieBend zusammen mit einem Marker in die
Taschen des Gels pipettiert. Die Kammer wurde mit Laufpuffer (Kap. 3.1.3) befullt und
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die Gelelektrophorese fiir 1 bis 1,5 h bei einer Stromstarke von 60 mA durchgefihrt,

um die Proteine ihrer Grof3e nach aufzutrennen.

Fir den nachsten Schritt, den Transfer, wurde dieselbe Kammer mit Transferpuffer
(Kap. 3.1.3) beflllt und eine Transferkassette nach unten stehendem Schema gebaut,
um die Proteine fir 90 min bei 100 V und 4 °C auf eine Nitrocellulosemembran zu

Ubertragen.

Aufbau Transferkassette

Kathode

FxWhatman-Papier

Mitrocellulose |

505-Gel [

IxwWhatman-Papier

Anode

Abb. 6: Aufbau mit einzelnen Schichten der Transferkassette bei Durchfihrung eines Western Blots

Zur Erfolgskontrolle des Transfers wurde eine Ponceau-Farbung (Ponceau S Solution
for electrophoresis) durchgefuhrt. Nach kurzer Einwirkzeit sollten die einzelnen
Bahnen deutlich zu erkennen sein. Im Anschluss wurden die Farbruckstande durch
die im TBS-T (Kap.3.1.3) enthaltenen Salze durch mehrmaliges kurzes Waschen der
Membran entfernt. Die Membran wurde anschlief3end fir 1 h mit 5%-Milchpulver (Kap.
3.1.3) blockiert, um samtliche Bindungsstellen der Proteine auf der Membran zu

besetzen.

Uber Nacht erfolgte die Inkubation des Primarantikorpers bei 4° C auf dem Schiittler,
der 1:500 in 5%-Milchpulver verdiinnt war. Einzig bei Verwendung des Phospho-Gab2-
Antikoérpers wurde Milchpulver durch TBS mit 0,1 % Tween-20 und 5 % BSA ersetzt.

Durch die hohere Bindungsaffinitdt des Antikdrpers an das Protein gegenlber der
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Blockierlosung konnte der Antikdrper spezifisch an das nachzuweisende Protein

binden.

Nach der né&chtlichen Inkubation wurde die Antikorperlosung in ein Falcon-R6hrchen
gefullt, zur erneuten Benutzung eingefroren und die Membran fur 3 x 5 min mit TBS-T
gewaschen, um Ruckstande des Antikorpers zu entfernen. Antikdrperlésungen mit
primaren Antikérper wurden maximal 5 Mal verwendet, ehe sie verworfen wurden, da
dann von einer zu geringen Menge an Antkorpern auszugehen ist. Der
Sekundarantikdrper wurde im Mischverhaltnis 1:2500 in Milchpulver bzw. TBS-T (bei
Verwendung des Phosho-Gab2 Antikorpers) gelost und fur 2 h bei RT auf dem
Schittler inkubiert. Die Antikdrperlosung mit dem Sekundarantikbrper wurde

verworfen und die Membran 4 x 15 min mit TBS-T gewaschen.

Um die Antikérperbindung sichtbar zu machen, wurde das ECL Western Blotting
Substrate verwendet. Das HRP (Meerrettichperoxidase) am Sekundarantikérper
reagierte mit dem HRP-Substrat in der ECL-L6sung und erzeugte dabei Licht. Diese
Chemilumineszenz konnte mit bilderzeugenden Geréaten (LAS-3000) gemessen

werden.

Zur genaueren Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Banden wurde bei jedem
Western Blot eine Ladekontrolle durchgefihrt. Hierzu wurden ubiquitér exprimierte
Proteine wie Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder heat shock
cognate 71 kDa (HSC70) verwendet. Die Membran wurde in zwei Teile geschnitten,
sodass sich auf einem Teil der Membran das nachzuweisende Protein befand und auf
der anderen Halfte das Protein, das der Ladekontrolle diente. Auf diese Weise war
eine schnellere Auswertung mdglich, da ansonsten die Membran zuerst von allen
Antikorperbindungen befreit werden und eine erneute Antikérperinkubation zur

Ladekontrolle hatte durchgefihrt werden missen.

3.2.7 Lo6sen von Antikdrperbindungen von einer Nitrocellulosemebran

Um eine Membran ein zweites Mal zu verwenden, konnte die Bindung der Antikorper
an die Membran gelo6st (,gestripped”) werden. Dazu wurde die Membran 10 min bei
RT in einer sogenannten Stripping-Losung (Kapitel 3.1.3) gebadet, danach kurz mit

Aqua dest. gespult und fur 10 min mit einer Neutralisierungslosung behandelt. Die
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Membran konnte so erneut blockiert und mit weiteren Antikdrperldsungen inkubiert

werden.

3.2.8 RNA-Isolation

Bei der RNA-Isolation wurden Zellen zunéchst lysiert, in einem zweiten Schritt RNAsen
inaktiviert, sodass anschliel3end die RNA isoliert und aufgereinigt werden konnte. Bei
der in dieser Arbeit angewendeten Methode handelte es sich um das Single-Step-
Verfahren (Chomczynski und Sacchi, 1987).

Die bendtigten Zelllinien wurden am Tag vor der Anwendung in den N&apfen einer 6-
Napf-Schale ausgesat, sodass zur Verwendung eine Konfluenz von 90 bis 100 %
erreicht wurde. Nach Absaugen des Mediums und dem Waschen mit DPBS zur
Beseitigung von Rickstanden wurde jeder Napf mit 1 ml TriFast™ versetzt und
mehrmals auf- und abpipettiert. Das in der TRl Reagenz enthaltene Trizol bewirkte
neben der Lyse von Zellen die Inaktivierung verschiedener RNAsen sowie weiterer
Enzyme, wobei das Phenol als Lésungsmittel fir die RNA diente. Nach 5-minttiger
Inkubation bei RT und Uberfilhren in ein Eppendorfréhrchen erfolgte eine
Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C und 12.000 g. AnschlieBend wurden 200 pul
Chloroform zu den Proben gegeben und fiir 15 s kraftig geschuttelt und anschliel3end
erneut fur 10 min bei RT inkubiert. Das Chloroform bewirkte eine Phasentrennung der
einzelnen Bestandteile, die sich nach erneuter Zentrifugation fr 10 min bei 4° C und
1.200 g darstellten. Die obere, farblose Phase enthielt RNA, die mittlere weil3e Phase
bestand aus DNA und die rote untere Phase aus Proteinen. Der RNA-Anteil wurde
vorsichtig ohne Kontamination mit Anteilen der anderen Phasen in ein neues

Eppendorfrohrchen tberfiuhrt und zu gleichen Teilen mit 70 %igem Ethanol gemischt.

Die Aufreinigung der RNA erfolgte mit dem RNeasy mini kit (Qiagen). Vom RNA-
Ethanol-Gemisch wurden je maximal 700 ul auf eine Saule gegeben, die sich in einem
Sammelréhrchen befand. Es folgte eine Zentrifugation fir 20 sek bei 8.000 g; der
Durchfluss wurde verworfen. Es schlossen sich insgesamt drei Waschschritte an; nach
jedem erfolgte eine Zentrifugation fur 20 sek bei 8.000 g und der Durchfluss wurde
verworfen. Nach Wechsel des Sammelréhrchens folgte eine Zentrifugation fir 30 sek

bei maximaler Geschwindigkeit. Die Zugabe von 30 ul RNAse-freiem Wasser direkt
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auf die Membran der Saule diente der Elution der RNA, welche durch Zentrifugation
fir eine Minute bei 8.000 g in einem neuen Sammelréhrchen gewonnen wurde. Um
dem Abbau der empfindlichen RNA vorzubeugen, wurden die RNA Proben stets auf
Eis gelagert. Zur Bestimmung des RNA-Gehaltes und der Reinheit der Probe wurde
die Probe spektrophotometrisch am Nano Drop gemessen. Die langerfristige Lagerung
der RNA erfolgte bei -80° C.

3.2.9 Transkription zu cDNA

Complementary DNA (cDNA) bezeichnet eine DNA, die mittels reverser Transkriptase
aus RNA synthetisiert wurde.

Zur Synthese der cDNA aus der isolierten RNA wurde das Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche) verwendet. Alle Reagenzien wurden vor Benutzung
aufgetaut, kurz zentrifugiert und anschlieend auf Eis gelagert. 1 ug RNA wurde mit 1

ul Anchored-oligo(dT) Primer (50 pmol/ul) versetzt und mit Wasser auf 13 ul aufgefllt.

Zur Denaturierung der RNA-Sekundarstrukturen sowie des Template-Primer Mixes
wurde die Probe fir 10 min im ThermoCycler auf 65 °C erhitzt. Um Evaporation zu
vermeiden, wurde der Deckel auf 95 °C aufgeheizt. Nach sofortiger Kiihlung der Probe
auf Eis wurden nach Herstellerangaben RNase Inhibitor, reverse Transkriptase,
dessen Reaktionspuffer sowie der Desoxynucleotide Mix dazugegeben, die Probe fir
30 min auf 65 °C erhitzt und anschlieBend, um die Funktionsfahigkeit der reversen
Transkriptase zu deaktivieren, fir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die synthetisierte cDNA
wurde mit 80 ul DNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 ul aufgefullt

und bei -20 °C gelagert.

3.2.10 Amplifizierung von cDNA mittels realtime PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNA.
Bei der realtime PCR, auch quantitative realtime PCR (gRT-PCR) genannt, besteht
die Moglichkeit, die Amplifizierung mittels Fluoreszenzmessung in Echtzeit zu
bestimmen. Dafir wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der in
doppelstrangige DNA interkaliert.
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In ein 1,5 ml-Eppendorfrohrchen wurde zunéchst ein Gemisch bestehend aus 12,5 nl
Maxima SYBR Green qPCR 2x Master Mix, 9,5 ul H20 und jeweils 0,5 ul Vorwarts-
und Ruckwarts-Primer (20 pmol) pro Probe vorbereitet. Um Pipettierungenauigkeiten
bei solch kleinen Volumina auszugleichen, wurden mindestens Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Die Ansatze wurden in eine auf Eis gelagerte 96-well-Platte pipettiert
und je 1 ug cDNA hinzugegeben. Der Einsatz spezifischer Primer erlaubte die
Amplifizierung nur der gewunschten Strangabschnitte. Um eine Durchmischung der
einzelnen Komponenten zu gewahrleisten, wurde die Platte mit Folie verschlossen und

fir 5 min bei 100 Umdrehungen/min zentrifugiert.

Die PCR wurde im LightCycler 480 nach unten beschriebenem Protokoll durchgefiihrt.
Zur Erfassung der Messergebnisse diente die LightCycler 480 Software.

Tab. 10: Reaktionsschritte der rtPCR

Zyklen | Temperatur Dauer Reaktionsschritt
1 95°C 10 min Aktivierung der Polymerase
45 95°C 15 sek Schmelzen, Anlagerung und Verlangerung
60°C 1 min

Hierzu wurde mit dem Cycle of Threshold (Ct) gearbeitet. Diese Werte entsprachen
dem Zyklus, in dem die Fluoreszenz der Probe die des Hintergrundes erstmals
signifikant Uberstieg. Die Signifikanz war gegeben, sobald ein Schwellenwert (sog.
Threshold) tUberschritten wurde. Bei der Auswertung der PCR wurden nur Ct-Werte

unter 35 beriicksichtigt, da h6here Werte als unspezifische Signale gewertet wurden.

Die von Livak und Schmittgen 2001 veréffentlichte AACt-Methode wurde zur
Auswertung herangezogen. Mit ihr konnte die relative Expression des Zielgens bei
unterschiedlichen Zellreihnen in Bezug zu einem Referenzgen und einer -zellinie
berechnet werden. Als Referenzgen wurde das Housekeeping-Gen GAPH verwendet.
Im ersten Schritt wurde die Differenz der Ct-Werte von Zielgen und Referenzgen
gebildet. AnschlieRend wurde auf eine Referenzzelllinie normalisiert, wodurch der
AACt-Wert ermittelt wurde. Wie auch bei allen anderen Versuchen in dieser Arbeit,

wurde als Referenz HPDE gewahlt. Somit ergeben sich folgende Rechenschritte:
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CtZielgen - CtReferenzgen = ACt
ACtzeiinie — ACtReferenzzelllinie = AACt

Relative Expressiongegen = 2744

Die Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Excel.

3.2.11 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein Verfahren zur Eruierung des Zellwachstums und der Zellviabilitat
unter verschiedenen Bedingungen. Diese Methode wurde erstmals 1983 von
Mosmann beschrieben. Beim MTT-Farbstoff handelt es sich um ein gelbes
Tetrazoliumsalz, das in lebenden Zellen metabolisiert und zum violetten Formazan
reduziert wird. Die photometrische Messung erfolgte nach Inkubationszeit mittels
ELISA-Reader.

Der Inhalt einer Zellkulturflasche wurde trypsiniert und anschlieRend auf 10 ml mit
Medium aufgefillt. Davon wurden 2 ml entnommen und in ein Falcon-Réhrchen
Uberfuihrt. Nach sorgfaltiger Vereinzelung der Zellen wurden 30 ul entnommen und mit
der gleichen Menge an Trypan-Blau gemischt. Nach mehrmaligem Auf- und
Abpipettieren wurden 10 pl in die Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Anzahl der
Zellen in allen vier Quadraten ermittelt sowie die Zellzahl/ml Zellsuspension nach

folgender Formel errechnet:

Zellzahl  Summe aller vitalen Zellen in vier Grofdquadraten 5000
= x

ml Anzahl der ausgezahlten Grofdquadrate

Je nach gewunschter Zellzahl wurde das bendtigte Volumen errechnet und pro Ansatz
mit Medium auf ein Gesamtvolumen von 200 ul aufgefullt. Das Aussaen der Zellen
erfolgte in Vierfachbestimmung auf eine 96-well-Platte. Um eine warmebedingte
Verdampfung des Mediums zu verhindern, wurde flr den Feuchtigkeitshaushalt um
die bestiickten Wells ein Rahmen aus je 200 ul PBS angelegt. Die Platten wurden in
funffacher Ausfiihrung vorbereitet, je eine fiir folgende Messzeitpunkte: 0 h, 24 h, 48 h,
72 h und 96 h.
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Nach einer Anwachsphase Uber Nacht wurde von der ersten Platte das Medium aus
allen Napfen abgesaugt und vorsichtig mit DPBS gespult. Zur Messung der
Zellviabilitdit wurde in allen bestickten Wells sowie in einen leeren Well zur
Leerwertbestimmung 100 pl Medium und 20 ul MTT-Substrat zugegeben und nach
einer und nach zwei Stunden Inkubationszeit im Brutschrank die Extinktion
photometrisch bei 490 nm gemessen. Wenn die Auswirkung einer Substanz auf die
Zellviabilitat untersucht werden sollte, wurde der jeweilige Zusatz nach Messung des

Oh-Wertes auf die restlichen Platten gegeben.

Die Auswertung erfolgte durch das Auftragen des relativen Wachstums in
Abhangigkeit von der Zeit in Excel.

3.2.12 Apoptose Assay

Das verwendete Apoptose Assay Kit (Cell Signaling Technology) funktionierte nach
dem Sandwich ELISA Prinzip Uber die Bestimmung der cleaved-Caspase-3
Konzentration in den Proben. Die N&apfe der Reaktionsplatte waren mit einem
Antikérper gegen Caspase-3 beschichtet, sodass sich nach Zugabe von Zelllysaten
eine Antikorper-Protein-Bindung bildete. Nach Zugabe eines weiteren Antikdrpers, der
sich an den gebundenen Caspase-3-Proteinen festsetzte, erfolgte die Inkubation mit

dem Sekundarantikérper und schlief3lich die photometrische Messung.

Die zu untersuchenden Zellen wurden in 10 cm Schalen ausgesét. Bei einer Konfluenz
von 70 bis 80 % wurde das Medium abgesaugt, mit DPBS gespult und frisches Medium
ggf. mit einer apoptoseauslosenden/-hemmenden Substanz fir einen definierten

Zeitraum auf die Zellen gegeben.

Es wurden Gesamitzelllysate mit einem mitgelieferten Lysepuffer hergestellt. Hierzu
wurde das Medium abgesaugt, mit kaltem DPBS gespult und der Lysepuffer fir 5
Minuten auf den Zellen belassen. AnschlieRend wurden die Zellen mithilfe eines
Zellkratzers vom Boden der Platte geschabt und in ein auf Eis gelagertes
Eppendorfrohrchen uberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 14.000 RPM bei 4 °C fur 5 min
wurde der Uberstand, der das Lysat enthielt, wiederum in ein neues GefaR pipettiert

und die Proteinkonzentration mithilfe des BCA-Tests bestimmt (s. Kap. 3.2.5).
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100 pl der Proben wurden in die Napfe der mitgelieferten 96-well-Platte aufgetragen.
Zur Erh6hung der Validitat wurde der Versuch in Doppelbestimmung ausgefihrt. Es
folgte der erste Inkubationsschritt fur 2 h bei 37 °C oder alternativ Uber Nacht bei 4 °C.
In dieser Zeit band die in der Probe enthaltene Caspase an den mit Antikdrper
beschichteten Boden der Napfe. Um Reste des Lysats zu entfernen, wurde nach der
Inkubationszeit vier Mal mit Waschpuffer gewaschen und die Riickstdnde des Puffers

durch kréftiges Klopfen der Platte auf einen Stapel Papiertiicher entfernt.

In jeden Napf wurden 100 pul des Priméarantikorpers pipettiert und fur 1 h bei 37 °C
inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt und anschliel3end eine Inkubation mit
100 ul Sekundarantikérper fur 30 min bei 37 °C. Um Rickstadnde des Antikorpers zu
entfernen, wurde erneut gewaschen. Die Zugabe von 100 pl TBS Substrat fir 10
Minuten bei 37 °C oder fur 30 min bei RT sollten einen blauen Farbumschlag bewirken.
Durch Zugabe von 100 ul Stop-Lésung wurde ein gelber Farbumschlag sichtbar. Der
Farbumschlag diente als erste optische Kontrolle fir das Funktionieren des
Verfahrens. Innerhalb von 30 min nach Zugabe der Stop-Lésung erfolgte die

photometrische Messung der Extinktion bei 450 nm.

Die Messergebnisse wurden durch Verrechnung mit dem Ergebnis des BCA-Tests

korrigiert und konnten ausgewertet werden.

3.2.13 Untersuchung des Mediums auf SRANKL

War eine Zellkulturflasche zu 100 % konfluent, wurde das alte Medium abgesaugt,
einmal mit kaltem DPBS gespilt und 15 ml frisches Medium auf die Zellen gegeben.
Nach 24 h, wenn sich das Medium gelb verfarbt hatte, wurde es abpipettiert und fur 5
min bei 4.000 RPM und 4 °C zentrifugiert. Damit aus dem Medium alle restlichen
Zellbestandteile entfernt wurden, wurde der Uberstand tiber ein Filtersystem (Steriflip
Vacuum-driven Filtration System, Merck Millipore) gefiltert. Mithilfe von speziellen
Saulen (Centriprep Centrifugal Filters, Merck Millipore) wurde das Medium in einem
mehrstiindigen Verfahren in mehreren Schritten auf ein Volumen von 500 pl eingeengt,
indem durch Zentrifugation Gber einen Filter das im Medium enthaltene Wasser, sowie

Bestandteile bis zu einem Molekulargewicht von 3.000 Da entfernt wurden.
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Durch Anwendung des BCA-Tests (s. Kap. 3.2.5) wurde der Proteingehalt im

konzentrierten Medium bestimmt.

Zum Nachweis der Sekretion bestimmter Proteine wurde das Medium fur einen
Western Blot (s. Kap. 3.2.6) verwendet. Da der Anteil an Proteinen, die nicht
nachgewiesen werden sollten, durch Verwendung von serumhaltigem Medium sehr

hoch ist, wurden mindestens 100 pg Protein aufgetragen.

3.2.14 Immunprazipitation mit unkonjugiertem priméren Antikorper

Die Immunprazipitation diente dem Selektionieren eines bestimmten Proteins aus
einem Proteingemisch durch den Einsatz von Agarose, an die der fir das Protein
spezifische Antikdrper bindet. Auf diese Weise erhielt man eine Probe, die eine sehr

hohe Menge des in anderen Verfahren nachzuweisenden Proteins enthielt.

500 pug Gesamtzelllysat wurden mit 500 pl RIPA-Puffer aufgefillt und mit 4 ug des
spezifischen Antikérpers versetzt. Um eine mdglichst gute AntikGrper-Protein-Bindung
zu erzielen wurde das Ganze fur einen Zeitraum von einer Stunde bei 4 °C rotierend

inkubiert.

Zu jeder Probe wurden 40 pl Protein A/G-Agarose hinzugegeben, an die das
Antikorper-Protein-Konstrukt bindet und tber Nacht rotierend bei 4 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurde das Reaktionsgefal3 bei 1.000 g und 4 °C fur 1 min zentrifugiert.
Der flussige Uberstand wurde abpipettiert und das Agarosepellet insgesamt drei Mall
mit Hank’s Losung gewaschen und nach jedem Waschschritt bei 1.000 g zentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Das verbleibende Agarosepellet, welches in der Regel
etwa einem Volumen von 40 ul entsprach, wurde mit 30 ul Lammli-Probenpuffer

versetzt und im Heizblock bei 95 °C fur 5 min aufgekocht.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Agarose-Antikdrper-Protein-Bindung

Nach Zentrifugation fir 1 min bei 1.000 g wurde die flissige Phase auf ein SDS-Gel

aufgetragen und ein Western Blot durchgefihrt.

3.2.15Isotypkontrolle und Immunprazipitation

Eine Isotypkontrolle wurde durchgefihrt, um auszuschlie3en, dass bei Verwendung
eines polyklonalen Antikorpers die im Western Blot (Kap. 3.2.6) sichtbaren Banden

lediglich unspezifische Antikérperbindungen darstellen.

Es wurden zwei IP-Anséatze (Immunprazipitationsanséatze) vorbereitet und in einen
Ansatz ein Antikdrper, der gegen ein beliebiges Protein gerichtet ist, aber aus der
gleichen Spezies stammt wie der zu verwendende Antikorper, eingesetzt. Die
Immunpréazipitation wurde wie oben beschrieben fortgesetzt. Banden, die im
abschlielenden Western Blot bei beiden Antikérpern sichtbar wurden, sind als

unspezifisch einzustufen.

3.2.16 Sandwich-ELISA

Fur den Nachweis von l6slichem RANKL im Serum von gesunden Probanden sowie
im Serum von Patienten, die an einem Pankreaskarzinom erkrankt sind, wurde ein
Sandwich-ELISA-Test (Total sRANKL (human) ELISA kit, Immundiagnostik)
durchgefuhrt. Alle verwendeten Materialien und Reagenzien stammten aus dem

zugehdrigen Kit.
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Es wurde eine Mikrotiterplatte verwendet, in deren Vertiefungen ein hochspezifischer
OPG-Antikorper haftet (Fangerantikdrper). Um Pipettier- und Messungenauigkeiten

auszugleichen, wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Zuerst wurde die Mikrotiterplatte finf Mal mit je 250 pl pro Vertiefung gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Reste des Waschpuffers durch
sorgfaltiges Ausklopfen auf Papier entfernt. Anschliel3end wurden die Vertiefungen
mit je 50 pl der Standardldésungen, der Kontrolllosung und der verdinnten
Patientenproben (1:10) beflllt. Zu jeder Probe wurden je 50 yl OPG-Ldsung
pipettiert. In diesem 24-stiindigen Inkubationsschritt bei 4 °C wurde das sRANKL
an das OPG gebunden, das wiederum vom Fangerantikbrper gebunden wurde.
Nach der Inkubation wurde der Inhalt der Vertiefungen verworfen und jede
Vertiefung wie oben beschrieben gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe von 100 pl
biotinyliertem Detektionsantikdrper mit Inkubation fir 2 h bei RT. An der Wand der
Mikrotiterplatte bildete sich nun ein Komplex aus Fangerantikérper und humanem
OPG-sRANKL-Detektionsantikorper. Nach Verwerfen des Inhaltes der
Vertiefungen erfolgte ein weiterer Waschschritt. Mit Hilfe eines Streptavidin-
Peroxidase-Konjugats, von dem je 100 ul zu jedem Ansatz gegeben wurde, erfolgte
die Quantifizierung durch die spezifische Bindung an Biotin. Es folgte ein weiterer
Inkubationsschritt fur 1 h bei 4 °C. Nach Verwerfen des Inhaltes der Vertiefungen
schloss sich ein weiterer Waschschritt an. Als Peroxidasesubstrat wurde
Petramethylbenzidin (TMB) eingesetzt, von dem nun je 100 pl in alle Vertiefungen
pipettiert wurde. Nach Inkubation fur 20 bis 30 min bei RT im Dunkeln wurde je 50
Ml der Stopplosung zu den Ansatzen gegeben. Die darin enthaltene Saure stoppte
die Enzymreaktion. Dadurch erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die
Extinktion wurde unmittelbar danach am Photometer bei 620 nm und bei 450 nm
gemessen. Die Intensitat der Farbe war dabei dem sRANKL-Gehalt in den Proben
direkt proportional. Von den gemessenen Differenzen wurde anschlie3end der
Leerwert abgezogen und aus der Standardreihe eine Eichgerade erstellt, sodass

die sSRANKL-Konzentration in den Patientenproben ermittelt werden konnte.
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3.2.17 Plasmid-Praparation fur Transfektionen

Die Plasmid-Praparation ist ein Verfahren zur Vermehrung von Plasmiden mithilfe von
E. coli Bakterien. Alle verwendeten Puffer stammten, soweit nicht anders erwahnt, aus
dem zugehorigen Kit (Plasmid Purification Kit, QIAGEN).

/ \ Erlenmeyerkolben

J—

Abb. 8: Schematische Darstellung des Waschprozesses zur Gewinnung der aufgereinigten DNA.

Eine Pipettenspitze voller Bakterien wurde zusammen mit 200 ml speziellem
Nahrmedium (Luria Broth Medium) in einen Erlenmeyerkolben gegeben und leicht
schittelnd Uber Nacht inkubiert. Um die Bakterien zu separieren, erfolgte eine
Zentrifugation bei 4.000 g fur 10 min. Der Uberstand wurde entfernt, das
Bakterienpellet in 10 ml Resuspensionspuffer aufgenommen und in ein 50 ml
Zentrifugationsrohrchen Uberfiihrt. Nach Zugabe von 10 ml des Lysepuffers wurde das
Rohrchen vorsichtig geschwenkt und 3 min bei RT inkubiert.

10 ml Prazipitationspuffer wurden dazugegeben und das Ro6hrchen erneut
geschwenkt, bis sich eine homogene Mischung ergab. Das Rohrchen wurde

anschlieR3end fiir 15 min bei -20 °C gelagert.

Um das Lysat vom restlichen Pellet zu trennen, wurde bei RT mit 12.000 g fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine zuvor mit 30 ml Equilibrationspuffer
equilibrierte Saule gegeben. Durch die Schwerkraft lief der Uberstand durch die Saule
in den darunter stehenden Erlenmeyerkolben. Die Saulen wurden daraufhin mit 60 ml

Waschpuffer gewaschen und der Durchfluss verworfen.

40



Unter die Saulen wurde ein steriles Zentrifugationsrohrchen mit einem
Fassungsvolumen von 30 ml platziert und zur Elution der DNA 15 ml Elutionspuffer
dazugegeben. Das Réhrchen enthielt nun die aufgereinigte DNA. Die Saule wurde
verworfen und 10,5 ml Isopropanol der DNA zugefugt. Es folgte eine 30-minitige
Zentrifugation bei 15.000 g und 4 °C. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und
entsorgt.

Das DNA-Pellet wurde in 10 ml 70 %igem Ethanol resuspendiert und erneut bei
gleichen Einstellungen wie zuvor fir 15 min zentrifugiert. Anschliel3end trocknete das
Pellet fur 5 min an der Luft. Das Pellet wurde in 500 ul TE Puffer resuspendiert und

anschlieRend bei -20 °C gelagert.

3.2.18 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion diente einer Vorauswahl mit optischer Kontrolle des
Transfektionserfolges. Als Transportmedium der DNA diente Lipofektamin. Dieses
bestand aus lipidhalten Bestandteilen, die Liposomen um die Plasmide bildete, was
die Aufnahme durch Endosomen in die Zellen ermdglichte. Opti-MEM ist ein spezielles
serumreduziertes Medium, das ideale Bedingungen fir Transfektionen bildete,
wahrend die ublichen Serumzusatze in Nahrmedien den Transfektionserfolg

vermindern.

Zur Vorbereitung wurden die Zielzellen in 6-Napf-Platten ausgesat und bebrtet, bis
diese eine Konfluenz von etwa 80% erreichten. Es erfolgte die Vorbereitung der
Transfektionsanséatze. Pro Ansatz wurden 400 ul Opti-MEM mit 10 ul Lipofektamin
sowie 400 pl Opti-MEM mit 3 ul der aufgereinigten Plasmid-DNA und 1 pl Enhanced
Green Fluorescent Protein (EGFP) in 1,5 ml Reaktionsgefal3en vorgelegt und fir 15
min bei RT inkubiert. Der Inhalt der beiden Gefal3e wurde vermengt und fur weitere 15
min inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium in den Napfen abgesaugt und
Ruckstande mit PBS ausgewaschen. 1 ml Opti-MEM wurde in jeden Napf vorgelegt.
Nach Verstreichen der Inkubationszeit wurden die gesamten 800 ul des
Lipofektamin/DNA/EGFP-Gemisches auf die Zellen getropft. Nach mindestens
funfstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt, Rickstande

mit PBS entfernt und das flr die Zellen passende Medium hinzugegeben.
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Nach 24 h sollte sich das EGFP im Plasma befinden und die Zellen bei Betrachtung
unter dem Mikroskop im Dunkeln grin leuchten. Da es sich um eine transiente
Transfektion handelte, war keine Selektion mit Puromycin notwendig. Nach einigen
Tagen des Wachsens konnte aus den Napfen Lysate gewonnen werden, um die
Effizienz der Transfektion der einzelnen Plasmide mit einem Western Blot zu

beurteilen.

3.2.19 Ermitteln der Puromycin-Konzentration fir Transfektionen

Im Rahmen einer Transfektion wurde neben der gewlinschten Plasmid-DNA ebenfalls
eine Puromycinresistenz auf die Zellen Gbertragen. Bei Puromycin handelt es sich um
ein Nukleosidantibiotikum, das konzentrationsabhéngig zu einem Absterben der Zellen
fuhrt. Bei Transfektionen fuhrte die Puromycinbehandlung zu einem Selektionsdruck,
sodass lediglich Zellen mit erfolgreicher Transfektion, also erfolgreicher Integrierung
des Plasmids fur die Puromycinresistenz, tberlebten und fir weitere Versuche
verwendet werden konnten.

Die nicht transfizierten Zellen wurden in einer 6-Napf-Platte ausgesat und die
einzelnen Napfe mit aufsteigenden Puromycinkonzentrationen behandelt. Hierdurch
wurde die kleinste Konzentration ermittelt, bei der samtliche Zellen abgestorben

waren.

3.2.20 Stabile Transfektion

Prinzipiell war das Vorgehen das gleiche wie bei einer transienten Transfektion (s.
Kapitel 3.2.18), lediglich das Verhaltnis von eingesetzter DNA zu Lipofektamin
unterschied sich.

Er erfolgte zunachst das Ausséaen der Zellen in 10 cm Schalen. Fir jede Schale wurden
je 40 pl Lipofektamin und 24 ug DNA mit jeweils 1,5 ml Opti-MEM vermischt und fir
15 min bei RT inkubiert. Die GefaRinhalte wurden anschliel3end gemischt und fur
weitere 15 min inkubiert. Zwischenzeitlich wurde das Medium auf den Zellen
abgesaugt, mit PBS gespult und 12 ml Opti-MEM vorgelegt. Das Lipofektamin-DNA-
Gemisch wurde vorsichtig auf die Zellen getropft.

Nach funfstindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Transfektionsmedium
abgesaugt und nach Spulen mit PBS das fiir die Zellen zugehérige Medium in die

Schalen pipettiert.
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Nach einer Erholungsphase Uber Nacht wurden die Zellen mit der halben finalen
Puromycinkonzentration behandelt. Nach weiteren 3 bis 4 Tagen beinhaltete das
Medium die finale Puromycinkokonzentration. Durch die Antibiotikabehandlung
starben alle Zellen ab, bei denen die Transfektion nicht erfolgreich war. In der Regel
zeigten sich bei Betrachtung unter dem Mikroskop nur noch wenige Zellen
Uberlebensfahig, sodass sich ein Zellwachstum zoégerlich gestaltete. Sobald sich

kleine Kolonien bildeten, konnte weiter verfahren werden.

3.2.21 Kolonien picken (Transfektion)

Die Zellen wurden in den 10 cm Schalen so lange bebritet, bis Kolonien sichtbar
wurden, diese aber noch ausreichend Abstand zueinander hatten. Das Medium in den
Schalen wurde abgesaugt. Uber einzelnen Kolonien, die groR genug waren, um eine
ausreichende Zellzahl zu gewinnen, wurde je ein kleiner Kunststoffring angebracht,
sodass die Kolonie von dem Ring vollstandig umschlossen war. Das Medium wurde
abgesaugt, vorsichtig einmal mit PBS gespilt und anschlieRend Trypsin Uber die
Kolonie gegeben, bis diese gerade bedeckt war. Die Schale wurde anschlief3end fiir 5
min im Inkubator bebritet. Wéahrenddessen wurde in kleinen Zellkulturflaschen
Medium vorgelegt. Das Trypsin mit den gelosten Zellen wurde mehrere Male auf- und
abpipettiert und anschliel3end eine Kolonie in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Am

Ende entsprach jede Zellkulturflasche einer Kolonie aus der 10 cm Schale.

3.2.22 Lentivirale Transduktion und Transfektion

Ziel der beschriebenen Methode des viralen Gentransfers war die Etablierung einer
Zelllinie mit einem wirkungsvollen dauerhaften Knockdown der RANK-Expression. Als
Kontrolle erfolgte die Transfektion eines Ansatzes mit SCR Puro, bei dem die RANK-
Expression erhalten blieb und lediglich die Puromycinresistenz auf die Zellen
Ubertragen wurde. Auf diese Weise konnte eine effizientere Transduktion erreicht

werden als mit herkdmmlichen Methoden (s. Kap. 3.2.20).

Fur dieses Verfahren wurden bestimmte Hilfszellen verwendet, die nach Transduktion
Lentiviren produziert hatten, die nach Vermehrung auf die Zielzellen gegeben wurden.
Bei den Hilfszellen handelte es sich um die Zelllinie HEK293T (Human Embryonic

Kidney Cells), die Anfang der Siebzigerjahre an der Universitat Leiden etabliert wurde.
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Sie bestehen aus transformiertem Nierenzellgewebe. Es handelte sich dabei im
Gegensatz zu den HEK293-Zellen um eine Variante, die zusatzlich das T-Antigen des
SV40 exprimiert, die eine Vermehrung von Lentiviren in diesen Zellen zulasst. Die

Versuche wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 durchgefihrt.

Die Hilfszellen wurden in 10 cm Schalen ausgesat und im Inkubator bis zu einer
Konfluenz von 80 % herangezlchtet. Es folgte die Transfektion in die Zellen mittels
Lipofektamin. Hierzu wurden je Ansatz 5 ng der sh-RNA und als Helfervektoren 12 pg
lenti gag/pol sowie 2 pg vsv-g mit 750 yl DMEM ohne Zusatze in ein 2 ml
Eppendorfrohrchen pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von 20 ul Plus
Reagenz inkubierten die Ansétze fur 15 min bei RT. 30 ul Lipofektamin wurden zu 750
ul DMEM gegeben und von diesem Gemisch 775 ul zu der Plasmid/DMEM Mischung
gegeben.

Das Medium der HEK293T Zellen wurde abgesaugt und 5 ml DMEM mit 5 % FCS auf
die Zellen gegeben und der Lipofektamin/Plasmidansatz vorsichtig dazupipettiert. Es
folgte eine Inkubation fur 3 h im Brutschrank. Anschliel3end wurden die Schale auf 9
ml mit DMEM mit FCS und P/S aufgeftllt und Gber Nacht im Inkubator bebrutet.

Parallel dazu erfolgte das Aussaen der Zielzellen. Eine zu 80 bis 90 % konfluente
Zellkulturflasche wurde trypsiniert und die Zellzahl ermittelt. Das Aussden wurde in
einer 6-Napf-Platte durchgefiihrt. Nach Vorlegen von je 2,5 ml Medium wurde 5 x 10°

Zellen pro Napf hinzugegeben und bebrutet.

Am dritten Tag der Versuchsreihe erfolgte die erste Transduktion des Virusiiberstands
auf die Zielzellen. Dazu wurde der Virustberstand von den transfizierten HEK293T-
Zellen genommen und filtriert. Auf die Hilfszellen wurde frisches Medium (DMEM mit
FCS und P/S) gegeben. Das Medium der Zielzellen wurde abgesaugt und 1 ml frisches
Medium vorgelegt. AnschlieRend wurden 2 ml des Virusiberstands hinzugegeben.

Der restliche Virusuiberstand wurde flr weitere Versuchsreihen bei -80 °C eingefroren.
Das gleiche Vorgehen erfolgte an den zwei darauffolgenden Tagen. Am sechsten Tag
des Versuchs wurde puromycinhaltes Medium auf die Zielzellen gegeben. Bei hoher
Konfluenz wurden die Zellen in einer kleinen Zellkulturflasche bebritet, sodass im

Verlauf Gesamtzelllysate und RNA hergestellt werden konnten.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von RANK in humanen Pankreaskarzinomzelllinien

4.1.1 Nachweis mittels Western Blot
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Abb. 9: RANK-Expression (Antikorper: Anti-RANK, ab22106, Abcam, 1:500 verdinnt) mit
Gesamtzelllysaten der Zelllinien L3.6pl wt, L3.6pl res, Panc-1, Panc-2, BxPc3, 5061, 5072, 5156, 5328
und HPDE bei 97 kD (schwarzer Pfeil). Eine Ladekontrolle wurde mit GAPDH (Abcam, Ab9485, 1:2500
verduinnt) durchgefuhrt (grauer Pfeil).

Im Western Blot zeigte sich, dass die RANK-Expression innerhalb der Zelllinien sehr
unterschiedlich war. Wéhrend Zelllinien wie Panc-1, Panc-2 und 5072 sehr starke
Signale zeigten, war die Expression in den restlichen Zelllinien eher gering. Verglich
man die Zelllinien L3.6pl res und L3.6pl wt miteinander, so zeigte sich, dass der Wildtyp
eine etwas ausgepragtere RANK-Expression aufwies als die Gemcitabin resistente
Zelllinie. Auch die verwendete Referenzzellinie HPDE zeigte keine ausgepréagte

Expression des membranstandigen Proteins.

Die Banden waren wie zu erwarten auf einer Hohe von 97 kDa sichtbar. Es liel3 sich
zudem beobachten, dass in einigen Versuchsreihen mit Verwendung anderer Lysate

Doppelbanden auf einer H6he von 105 kDa nachzuweisen sind.

4.1.2 Nachweis mittels gqRT-PCR

Der Nachweis der RANK-mRNA-Expression erfolgte mittels gRT-PCR. In Abb. 11 sind
die errechneten 2724¢t.\Werte mitsamt der Standardabweichung fir die neun

untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien in Bezug zu HPDE dargestelit.
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In allen Zelllinien lie3 sich RANK-mRNA nachweisen. Wie im Western Blot zeigte die
Zelllinie Panc-1 die hochste Expression von RANK. BxPC3 sowie 5156 wiesen
ebenfalls eine erhohte RANK-Expression im Vergleich zu HPDE auf. Verglich man die
L3.6pl-Zelllinien, zeigte sich beim Wildtyp (L3.6pl wt) eine héhere Expression als bei

der Gemcitabin-resistenten Linie (L3.6pl res).

RANK Expression
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Relative RANK Expression
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HPDE L3.6plreslL3.6plwt Panc-1 Panc-2 BxPC3 5061 5072 5156 5328

Abb. 10: mRNA-Expression von RANK mittels gRT-PCR. Dargestellt ist die relative Expression der
neun untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien mit Standardabweichung. Die relative Expression ist zu
HPDE (1) aufgetragen. L3.6pl res (0,05), L3.6pl wt (0,22), Panc-1 (14,27), Panc-2 (0,21), BxPC3 (1,18),
5051 (0,22), 5072 (0,31), 5156 (2,07) und 5328 (0,69).

4.2 Nachweis von RANKL in humanen Pankreaskarzinomzelllinien

4.2.1 Nachweis mittels Western Blot

In jeder untersuchten Karzinomzelllinie konnte RANKL nachgewiesen werden. Wie
erwartet erschien eine Bande auf Hohe von 37 kDa. Zusatzlich konnte bei jeder
Zelllinie eine Bande bei 35 kDa nachgewiesen werden. Die Ladekontrolle erfolgte mit
HSC 70. Zudem konnten teils sehr schwache Banden zwischen 52 und etwa 110 kDa

detektiert werden.
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Insgesamt war die obere Bande, die bei 37 kDa lag, starker ausgepragt als die Bande,
die bei 35 kDa nachgewiesen werden konnte. Eine Ausnahme bildete hier die Zelllinie
5072, bei der die 35 kDa-Bande deutlich starker zu erkennen war als die bei 37 kDa.
Ebenso zeigte sich bei L3,6pl wt die untere Bande etwas starker kontrastiert, als die
obere.

Im Vergleich zu HPDE zeigten Panc-1, Panc-2 sowie 5072 eine starkere RANKL-

Expression.
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Abb. 11: Darstellung der RANKL-Expression (Antikdrper: Anti-RANKL, ab9957, Abcam, 1:500) mit
Gesamtzelllysaten von L3.6pl res, L3.6pl wt, Panc-1, Panc-2, BxPC3, 5061, 5072, 5156, 5328 und
HPDE. RANKL wurde bei 37 kDa (weiRer Pfeil) nachgewiesen. Zusatzlich stellte sich eine Bande bei
35 kDa dar (grauer Pfeil). Als Beladungskontrolle diente HSC 70 (Antikdrper: Anti-HSC 70, sc-7298,
Santa Cruz Biotechnology, 1:500, schwarzer Pfeil).

4.3 Nachweis von lIgslichem RANKL (sRANKL) in humanen
Serumproben mittels ELISA

Zum Vergleich der Serumkonzentration von loslichem RANKL bei gesunden
Probanden und Patienten mit einem Pankreaskarzinom wurde ein Sandwich-ELISA-
Test durchgefuhrt. Dafur wurden 15 Proben von Probanden und 14 Proben von
Patienten mit einem histologisch gesicherten Pankreaskarzinom untersucht. Es zeigte
sich, dass es sehr groRe Spannweiten der Serumkonzentration in beiden Gruppen
gab. In der Gruppe der Probanden lag die SRANKL-Konzentration zwischen 32 und
604 pg/ml (Median 283 pg/ml), wahrend die Spannweite bei den Patienten bei 12 bis
604 pg/ml lag (Median 259 pg/ml). Die jeweiligen Mittelwerte sind mit der

entsprechenden Standardabweichung in Abb. 13 dargestellt. Insgesamt stellte sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen dar. Zu statistisch
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genaueren Aussagen ware sicherlich eine Untersuchung mit einem gro3eren Kollektiv

notwendig.

SRANKL-Serumkonzentration bei gesunden
Probanden und Karzinompatienten

Patienten Probanden

Abb. 12: Bestimmung der sRANKL-Serumkonzentration in pg/ml mittels ELISA bei gesunden
Probanden und Pankreaskarzinompatienten (Probanden n = 15, Patienten n =14).

In einer weiterfuhrenden Untersuchung wurde die SRANKL-Konzentration im Serum
bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom vor und nach Durchlaufen der

Chemotherapie mit Gemcitabine verglichen (Abb. 13).
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Abb. 13: Vergleich der sRANKL-Serumkonzentration von Pankreaskarzinompatienten (n=6) vor und
nach Chemotherapie mit Gemcitabine. Verbleibende relative SRANKL-Konzentration im Serum nach
Chemotherapie: 1=97,24%, 2=55,31%, 3=44,79%, 4=54,11%, 5=83,99%, 6=120,72%.
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Aufgrund geringer Probenmengen konnte dieser Versuch nur einmal durchgefihrt
werden, sodass eine endglltige Validitat sicherlich nicht gegeben ist und die
Untersuchung lediglich orientierende Ergebnisse zeigte. Bei drei der sechs
untersuchten Patientenproben kam es nach Beendigung der Chemotherapie zu einem
deutlichen Abfall der sRANKL-Konzentration im Serum. Eine Probe zeigte keine
Veranderung (Probe 1) und bei einem Patienten konnte nach der Chemotherapie
sogar eine hdhere Menge an sRANKL im Serum nachgewiesen werden, als vor Beginn
der Chemotherapie (Probe 6).

4.4 RANK-Knockdown Versuche

441 Panc-1

Im Vorfeld wurde zur Testung der Effektivitat der einzelnen Plasmide eine transiente
Transfektion (s. Kapitel 3.2.18) durchgefiuhrt, bei der zu den Zielplasmiden zusatzlich
EGFP hinzugefiugt wurde, was eine Fluoreszenz unter der lichtmikroskopischen

Betrachtung und somit eine optische Erfolgskontrolle ermdglichte (Abb. 14).

Abb. 14: Lichtmikroskopisches Bild nach transienter Transfektion von Panc-1 mit dem RANK knockout
Plasmid 3351 und EGFP. Die leuchtenden Zellen stellen hier die erfolgreich transfizierten Zellen dar.

Fir die Zelllinie Panc-1 wurde nach stabiler Transfektion eine Reihe von neuen
Knockdown-Zelllinien generiert (s. Kap. 3.2.19 und 3.2.20), die mittels Western Blot

49



auf die Effektivitdt des Knockdowns untersucht werden sollten. In allen Zellreihen
zeigte sich eine RANK-Expression mit Banden bei 105 und 97 kDa. Die Zelllinie Panc-
1 SCR diente als Referenzzelllinie, anhand derer die Restexpression von RANK nach

dem Knockdown bestimmt werden sollte.

Die Plasmide 3351 und 3352 wurden im Folgenden nach Erstellung von Subkulturen
der Einfachheit halber mit 51 bzw. 52 abgekurzt.

Insbesondere die Linie 52.5 zeigte im Western Blot eine geringere Bandenstarke als
SCR, wohingegen sich bei den meisten anderen Reihen die Expression von RANK

durch den Knockdown kaum zu verandert haben schien.

Als Beladungskontrolle wurde GAPDH verwendet, das, wie erwartet, eine Bande in
Hohe von 37 kDa aufwies.

Zusatzlich zum Western Blot wurde zur Quantifizierung eine qRT-PCR der knockdown

Zellreihen durchgefiuhrt. Das Ergebnis ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 15: Screening Panc-1 RANK-Knockdown Zellen (Antikdrper: Anti-RANK, ab22106, Abcam,
1:500). Es zeigten sich Doppelbanden auf Hohe von 105 kDa (schwarzer Pfeil) und 97 kDa (grauer
Pfeil). Als Beladungskontrolle wurde GAPDH (Antikorper: Anti-GAPDH, ab9485, Abcam, 1:500)
verwendet. Getestet wurden die Subtypen 51.1 und 52.1-52.6. Als Referenz diente Panc-1 SCR.

Bei allen untersuchten Zellreihen war eine deutliche Verminderung der RANK-
Expression zu erkennen. Dabei schwankte die verbliebene Expression des RANK-
Proteins zwischen 24 % (52.5) und 5,2 % (52.4).
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Abb. 16: Darstellung der RANK-Expression in den Knockdown Zelllinien 51.1 und 52.1-52.6 im
Vergleich zu Panc-1 SCR. Auf der y-Achse ist die RANK-Expression aufgetragen. Die verbliebenen
RANK-Expressionen sind 51.1: 17,2%, 52.1: 10,7%, 52.2: 16,4%, 52.3: 20,8%, 52.4: 5,2%, 52.5: 24%
und 52.6: 8,4%.

4.4.2 BXxPC3

Bei der Zellinie BxPC3 wurde das Verfahren der lentiviralen Transfektion und
Transduktion angewendet um den gewlnschten Knockdown zu erreichen. Abb. 17
zeigt einen Western Blot, bei dem nach erfolgter Transfektion RANK nachgewiesen
wurde. Als Referenzzelllinie zur noch verbliebenen RANK-Expression wurde BxPC3

SCR verwendet. Die Beladungskontrolle erfolgte mit GAPDH.

Alle Zelllinien zeigten eine RANK-Expression mit sichtbaren Banden bei 97 kDa. Eine
genaue Aussage zur Effektivitat des Knockdowns war bei schwacher Bandenstarke
nicht sicher zu treffen, sodass, wie bei anderen Versuchen auch, eine Quantifizierung
mittels gRT-PCR zur Validierung durchgefihrt wurde.
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Abb. 17: Vergleich der RANK-Expression (Antikdrper: Anti-RANK, ab22106, Abcam 1:500) der
Knockdown-Zelllinien BXPC3 3351 und 3352 mit BXPC3 SCR (schwarzer Pfeil) bei einer Ho6he von 97
kDa (schwarzer Pfeil). Die Beladungskontrolle wurde mit GAPDH (Antikérper: Anti-GAPDH, ab9458,
Abcam, 1:500) durchgefihrt (grauer Pfeil).
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Abb. 18: Darstellung der RANK-Expression der knockdown Zelllinien BXPC3 3352, 3363-3367 im
Vergleich zu BXPC3 SCR. Die verbliebenen RANK-Expressionen nach knockdown sind 3352: 20,6 %,
3363: 3,3 %, 3364: 3,4 %, 3365: 11,7 %, 3366: 0,5 %, 3367: 8,0 %.

Bei allen untersuchten Zelllinien des RANK-Knockdowns war eine deutlich
verminderte Expression des Zielproteins im Vergleich zu BXPC3 SCR zu erkennen
(Abb. 18). Die verbliebene RANK-Expression schwankte hierbei zwischen 0,5 %
(3366) und 20,6 % (3352), sodass insgesamt von einem erfolgreichen Knockdown

ausgegangen werden konnte. Die Messwerte der Zelllinie 3365 zeigten sehr grol3e

52



Schwankungen auf, sodass eine sichere Aussage hinsichtlich zur vorhandenen

Restexpression nicht getroffen werden kann.

4.5 Zellproliferationsversuche mit SRANKL-Stimulation

4.5.1 Native Zelllinien

Die einzelnen Zelllinien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Iéslichem
RANKL behandelt, um die Auswirkung auf das Proliferationsverhalten zu untersuchen.
Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden mit den Konzentrationen 20 und
40 ng/ml sSRANKL durchgeflhrt, grafisch dargestellt sind hier die nur die Versuche mit
20 ng/ml.
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Abb. 19: Darstellung des Zellwachstums im MTT-Test Giber einen Zeitraum von 72 Stunden. Verglichen
wurde die Zellviabilitét der Zelllinien HPDE (p=0,63), L3.6pl wt (p=0,03), Panc-1 (p=0,06) und BxPC3
(p=0,32) ohne sRANKL-Stimulation und unter Zugabe von 20 ng/ml sSRANKL (Recombinant human
TRANCE (sRANKL), R&D Systems).

In der Kontrollzelllinie HPDE konnte bei keiner verwendeten SRANKL-Konzentration
eine signifikante Auswirkung auf das Proliferationsverhalten nachgewiesen werden.
Zwar zeigte sich bei einigen der getesteten Pankreaskarzinomzelllinien sowohl mit 20
als auch mit 40 ng/ml ein vermehrtes Wachstum unter Stimulationsbedingungen; die
statistische Auswertung mit dem student’s t-test zeigt jedoch lediglich bei der Zelllinie
L3.6pl wt einen signifikanten Unterschied (p<0,05) des Zellwachstums nach 72 h.
Interessanterweise konnte dieser Unterschied bei einer Anwendung von 40 ng/mi

SRANKL nicht nachgewiesen werden.
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Das Wachstumsverhalten zeigte sich von Zelllinie zu Zelllinie unterschiedlich.
Wahrend L3.6pl wt ein relativ konstantes Wachstum aufwies und sich die Zellzahl nach
24 h bereits um das 3,5-Fache vervielfacht hatte, zeigten die anderen Zellreihen ein
zu Beginn etwas verzogertes Proliferationsverhalten. Sowohl bei HPDE, Panc-1 als
auch bei BXPC3 war erst bei der Messung nach 48 h ein Anstieg der Zellzahl zu
verzeichnen. Auch wenn HPDE in den ersten 24 h keinen nennenswerten Anstieg der
Zellviabilitat aufwies, so zeigte sich diese Zelllinie doch als jene, die Uber den
Gesamtzeitraum von 72 h das starkste Wachstum aufwies. Die Zellzahl vermehrte sich
hierbei um das 11-Fache.

BxPC3 erwies sich als die Zelllinie, die ohne sRANKL-Stimulation das langsamste
Wachstum bot, die Zellviabilitdt erhéhte sich hier nach 72 h gerade einmal um das 4-

Fache.

45.2 Knockdown-Zelllinien

Die Knockdown-Zelllinien der BxPC3-Zelllinie wurden, analog zu den im vorherigen
Abschnitt beschriebenen Versuchen, mit 20 und 40 ng/ml sSRANKL behandelt, um das
Verhalten auf das Wachstum zu untersuchen.

Weder in der Kontrolllinie BXPC3 SCR noch in den Knockdown-Zelllinien zeigte sich
ein signifikanter Unterschied im Proliferationsverhalten unter sRANKL-Stimulation.
Deutlichere Ergebnisse ergab der Vergleich der einzelnen Zelllinien ohne sRANKL-
Stimulation. So fiel auf, dass die Knockdown-Zelllinien ein signifikant langsameres
Wachstum (p=0,02 bzw. p=0,03) aufwiesen als die SCR-Kontrolle (s. Abb. 21). Die
RANK-Expression scheint demzufolge einen gewissen Einfluss auf das
Wachstumsverhalten der Zellen zu haben. Eine Stimulation von RANK durch I6sliches

RANKL erbrachte keine Anderungen bei der Proliferationsgeschwindigkeit.

Versuche, die mit einer SRANKL-Konzentration von 40 ng/ml durchgefuhrt werden,

zeigten ahnliche Ergebnisse wie in den unten aufgefihrten Abbildungen.
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Abb. 20: Vergleich des Wachstumsverhaltens der Knockdown-Zelllinien BXPC3 SCR und 3351. Die
Versuche wurden mit einer Konzentration von 20 ng/ml sRANKL (Recombinant human TRANCE
(SRANKL), R&D Systems) und Uber einen Zeitraum von 72 h durchgefuhrt.

Bei den Knockdown-Zelllinien der Panc-1 Linie zeigten sich vergleichbare Ergebnisse.
Sowohl mit als auch ohne sRANKL-Stimulation zeigten die Zelllinien ein ann&hernd
gleiches Wachstumsverhalten, ohne dass einer dieser Unterschiede eine statistische

Signifikanz aufwies.

Bei Betrachtung der einzelnen Knockdown-Zelllinien im Vergleich zur Panc-1 SCR
stellte sich auch hier kein signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten dar (siehe
Abb. 21).
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Abb. 21: Vergleich der Proliferation der Zelllinien BXxPC3 SCR, 3351 und 3352 sowie Panc-1 SCR, 3351
und 3352 Uber einen Zeitraum von 72 h.

4.6 Nachweis von COX-2 in humanen Pankreaskarzinomzelllinien
Als Grundlage fur weitere Versuche wurde zunéchst die Expression von COX-2 in den
neun untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien sowie der Kontrollzelllinie HPDE

mittels eines Western Blots dargestellt.

Nicht bei allen Zelllinien konnte COX-2 nachgewiesen werden. Wahrend die
Expression bei L3.6pl wt und res sowie bei Panc-1 sehr stark war, zeigte sich in den
anderen untersuchten Linien eine deutlich geringere bis kaum nachweisbare COX-2
Expression. Dies traf insbesondere fur Panc-1, Panc-2 und 5156 zu. In der
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Kontrollzelllinie HPDE konnte eine schwache COX-2 Expression nachgewiesen

werden.
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Abb. 22: Vergleich der COX-2-Expression (Antikdrper: Anti-COX2, ab15191, Abcam, 1:500) der neun
humanen Pankreaskarzinomzelllinien und HPDE. Darstellung einer Bande bei 75 kDa (schwarzer Pfeil).
Als Beladungskontrolle diente GAPDH (Antikérper: Anti-GAPDH, ab9458, Abcam, 1:500) mit einer
Bande bei 37 kDa (grauer Pfeil).

4.7 COX-2 Nachweis nach sRANKL-Stimulation

Nachdem nachgewiesen wurde, dass einige der Pankreaskarzinomzelllinien COX-2
exprimierten, sollte untersucht werden, ob sich die Expression von COX-2 verandert,
wenn die Zellen fur definierte Zeitrdume in sRANKL-haltigem Medium inkubiert
wurden. Hierfur wurde die Referenzzellinie HPDE verwendet sowie Panc-1 und
BxPC3. Auf diese Weise konnte eine Zelllinie mit hoher sowie eine mit sehr geringer
COX-2-Expression untersucht werden.

In allen drei Féllen zeigte sich, dass nach Stimulation mit SRANKL eine starkere COX-
2-Bande im Western Blot nachzuweisen war. Dabei unterschieden sich die Zelllinien
jedoch im Zeitpunkt der maximalen COX-2-Expression.

HPDE zeigte bereits nach einer Inkubationszeit von nur 5 min eine deutlich starkere
COX-2-Bande. Zu spateren untersuchten Zeitpunkten wurde die Banden bereits

wieder schwéacher.

Bei Panc-1 wurde weder in der Kontrolle noch zu den ersten zwei Messzeitpunkten
eine Bande nachgewiesen. Nach 20 min unter sRANKL-Stimulation war eine
schwache Bande zu detektieren, die jedoch nach 30 min Inkubationszeit nicht mehr

nachzuweisen war.

BxPC3 zeigte wie in zuvor durchgefuhrten Versuchen bereits ohne
Stimulationsbedingungen eine deutliche Bande, die nach 20 min ihr Maximum
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erreichte. Nach 30 min mit SRANKL war bereits ein Rickgang der Bandenstarke zu

verzeichnen.

HPDE
K 5min  10min 20min 30min
COX-2 — -] 69kDa
GAPDH T— — — — 37kDa
Panc-1 BxPC3

K 5min 10min  20min  30min K 5min 10min  20min  30min

COX-2 — — e <« 75kDa

GAPDH s s s s s S A S S — < 37kDa

Abb. 23: COX-2-Expression (Antikérper: Anti-COX2, ab15191, Abcam, 1:500; schwarzer Pfeil) nach
Stimulation mit SRANKL (Recombinant human TRANCE [sRANKL], R&D Systems). Untersucht wurden
die Zelllinien HPDE, Panc-1 und BXPC3. K stellt hierbei die Kontrolle (K) ohne Stimulationsbedingungen
dar. Die anderen Proben wurden fir je 5, 10, 20 und 30 min der sRANKL-Stimulation ausgesetzt. Als
Beladungskontrolle diente GAPDH (Antikérper: Anti-GAPDH, ab9458, Abcam, 1:500), es stellte sich
eine Bande bei 37 kDa dar (grauer Pfeil).

4.7.1 COX-2 Nachweis nach sRANKL-Stimulation bei Knockdown-Zellen

Um zu untersuchen, welchen Effekt eine sSRANKL-Stimulation auf die hergestellten
Knockdown-Zelllinien hat, wurden diese - ebenso wie in den oben beschriebenen
Versuchen - je Ansatzreihe fur 5, 10, 20 und 30 min mit I6slichem RANKL inkubiert,
bevor Lysate hergestellt und die COX-2-Expression bestimmt wurde. Zur Kontrolle

diente ein sSRANKL-freier Ansatz.

Es zeigte sich in jeder Probe eine Bande bei 69 kDa. Bei Panc-1 SCR war ein leichter
Anstieg der Bandenintensitat zu verzeichnen mit einer maximalen Bandenstarke bei
10 bzw. 20 min. Dahingegen stellten sich samtliche Banden der Knockdown-Zelllinien
Panc-1 52.11 und 52.12 mit einer etwa gleich starken Bandenintensitat dar, ein
deutlich erkennbarer Anstieg war in keiner der beiden Zelllinien zu verzeichnen (siehe
Abb. 24).
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Abb. 24: COX-2-Expression (Antikdrper: Anti-COX-2, ab15191, Abcam, 1:500) mit Nachweis einer
Bande bei 69 kDa (schwarzer Pfeil). Als Beladungskontrolle wurde GAPDH (Antikdrper: Anti-GAPDH,
ab9458, Abcam, 1:500) verwendet (grauer Pfeil). Bei den untersuchten Zelllinien handelte es sich um
Panc-1 SCR und die Knockdown-Zelllinien Panc-1 3352.11 und Panc-1 3352.12. Je ein Ansatz wurde
ohne sRANKL-Stimulation (Recombinant human TRANCE [SRANKL], R&D Systems) angelegt (K), die
anderen Proben wurden nach einer Inkubationszeit von 5, 10, 20 und 30 min mit SRANKL untersucht.

4.8 Proliferationsassays mit COX-2-Inhibitor

Untersucht wurden die Zellreihen HPDE, BxPC3, Panc-1 sowie die Knockdown-
Zelllinien. Dabei wurde der Fokus insbesondere auf den dosisabhéngigen Effekt des
COX-2-Inhibitors NS 398 bei den Zelllinien Panc-1 und BxPC3 als Vertreter der
Pankreaskarzinomzelllinien mit hoher und kaum nachweisbarer COX-2-Expression

gelegt.

HPDE zeigte unter Zusatz von 200 uM NS 398 eine deutlich verminderte Proliferation
im Vergleich zur Kontrolle mit DMSO (p<0,001). Zudem konnte ein dosisabhangiger
Effekt des COX-2-Hemmers nachgewiesen werden (s. Abb. 25). Nach der ersten
Messung war zuné&chst bei allen Ansatzen ein Knick zu sehen, ein systemischer Fehler
ist hier nicht auszuschlieRen. Jedoch kénnte ebenso NS 398 einen anfanglich starken
Einfluss auf die Zellen haben, der diesen Effekt erklart. Diese Beobachtung lasst sich

bei den anderen untersuchten Zelllinien allerdings nicht bestatigen.
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Abb. 25: Wachstumsverhalten der Zelllinie HPDE mit 200 uM NS 398 (ab120295, Abcam) im Vergleich
zur Kontrolle mit DMSO und Vergleich der unterschiedlichen Konzentrationen von NS 398.

Bereits bei Anwendung von 100 uM NS 398 war bei Zellen der Linie BxPc3 eine
signifikant eingeschréankte Zellproliferation zu beobachten (p<0,001). Wahrend der
Unterschied zwischen den Ansatzen mit 100 und 200 uM keine Signifikanz aufwies,
konnte bei Verdopplung von 200 uM auf 400 uM wieder ein relevanter Unterschied
aufgezeigt werden (p=0,004), sodass von einem dosisabhangigen Effekt
ausgegangen werden kann. Insgesamt wies jede verwendete Konzentration des COX-
2-Hemmers eine signifikante Einschrankung des Wachstums im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle auf.
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Mit den gleichen Konzentrationen wurden Ansatze mit Panc-1 Zellen bebritet. Im
Vergleich zur Kontrolle mit DMSO wies jeder Ansatz einen signifikanten Unterschied
im Proliferationsverhalten auf. Verglich man jedoch die unterschiedlichen
Konzentrationen untereinander, konnte nirgends ein relevanter Unterschied im
Wachstumsverhalten aufgewiesen werden. So ist die Proliferation unter einem COX-
2-Hemmer bei Panc-1 nach 48 h eingeschrankt, zeigte jedoch bei den verwendeten

Konzentrationen von NS 398 keinen nachweisbaren dosisabhéangigen Effekt.
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Abb. 26: Wachstumsverhalten der Zellinien BxPC3 und Panc-1 mit unterschiedlichen

Konzentrationen NS 398 (ab120295, Abcam). BXxPC3: * p < 0,001, ** p = 0,006. Panc-1: * p = 0,032,
**p=0,012.
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Zur Evaluierung, ob der RANK-Knockdown in der SCR-Linie Veranderungen im
Vergleich zum Wildtyp bewirkte, wurden diese beiden Versuchsansétze miteinander
verglichen. Erwartungsgemalr zeigten sich keine relevanten Unterschiede.

Weiterhin wurden RANK-Knockdown-Zellen mit dem NS 398 behandelt, um die
Auswirkungen des COX-2-Inhibitors zu untersuchen. Wie bereits erwahnt, zeigte auch
BxPC3 SCR einen signifikanten Riuckgang der Zellproliferation unter Anwendung von
NS 398. Diese Beobachtung blieb auch bei dem Knockdown-Klon 3351 bestehen.
Ahnliche Ergebnisse lagen bei Panc-1 SCR und der Knockdown-Zelllinie Panc-1 52.11
vor. Ein RANK-Knockdown scheint damit auf den ersten Blick keinen basalen Einfluss

auf die Wirkungen eines COX-2-Hemmers zu haben.
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Abb. 27: Proliferation der RANK-Knockdown-Zelllinie BXPC3 3351 im Vergleich zu BXxPC3 SCR unter
Zugabe des COX-2-Hemmers NS 398 (ab120295, Abcam).
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Abb. 28: Darstellung des Wachstumsverhaltens der Zelllinien Panc-1 SCR und Panc-1 3352.11 mit und
ohne Zugabe des COX-2-Inhibitors NS 398 (ab120295, Abcam).
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5 Diskussion

Das Pankreaskarzinom gehdrt zu den tédlichsten Tumorentitdten, was vor allem der
spaten Diagnose durch einen langen symptomarmen Verlauf geschuldet ist. Trotz
verbesserter Diagnostikmoglichkeiten und reger Forschung stellt die chirurgische
Resektion die bisher einzige kurative Therapie dar.

Diese ist jedoch aufgrund des fortgeschrittenen Tumorstadiums mit Infiltration in
umgebende Strukturen in einem Grol3teil der Falle nicht mehr durchfihrbar. Umso
wichtiger erscheint es, intensiv nach anderen Therapieoptionen zu suchen um die
hohe Mortalitatsrate zu senken und einen neuen kurativen Heilungsansatz dieser
prognostisch schlechten Erkrankung zu erforschen. Die RANK-RANKL-Signalkaskade

stellt hierbei einen neuen potentiellen Ansatzpunkt dar.

5.1 RANK
Beim Receptor Activator of NF-kB (RANK) handelt es sich um ein

Transmembranprotein, das an der &uf3eren Zellmembran von maturen Osteoklasten
exprimiert wird (Wright et al., 2009). Bereits fir mehrere Tumorentitdten konnte eine
RANK-Expression nachgewiesen werden. Dazu gehdren das Mammakarzinom, das
Prostatakarzinom, das Magenkarzinom, kolorektale Karzinome, das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom sowie knocheneigene Tumore wie etwa das Osteosarkom (Bago-
Horvath et al., 2014; Branstetter et al., 2015; Ohtaka et al., 2017; Owen et al., 2013;
Oyewumi et al., 2014; Peng et al., 2013; Zhang et al., 2017).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression dieses Proteins erstmalig fur das
humane Pankreaskarzinom sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene gezeigt.
Die Zelllinie Panc-1 hatte im Vergleich zu allen anderen untersuchten Zelllinien sowohl

auf mRNA- als auch auf Proteinebene die starkste RANK-Expression.

Papanastasiou und Sirinian beschrieben 2012 und 2013 funf Isoformen, wobei vier
kleinere Formen als der Wildtyp durch alternatives Splei3en entstehen. Auch stellten
sie fest, dass eine RANK-Uberexpression ein sehr potenter Induzierer von NF-kB ist
und nicht zwangslaufig einer RANKL-Stimulation bedarf, um die intrazellulare Kaskade
in Gang zu setzen. Das errechnete Molekulargewicht von RANK liegt bei 29-66 kDa,
wobei der RANK wt mit einem Gewicht von 66 kDa der gréf3te ist (Crockett et al., 2011).
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Die im Western Blot beschriebenen Banden bei 97 kDa entsprechen den Angaben auf
dem Datenblatt. Andere Studien zeigen bei der Durchfuhrung von Western Blots mit
Zelllysaten anderer Tumorentitaten fir RANK ebenfalls Banden bei 97 kDa (Casimiro
et al., 2013; Melchiorre et al., 2012). Griunde fur das Abweichen des errechneten
Molekulargewichts von den nachgewiesenen Banden kdnnen posttranslationale
Modifizierung, Splicevarianten, Bildung von Multimeren oder die relative Ladung
(geladene vs. ungeladene Aminosauren) sein. Insbesondere die Bildung von
Multimeren sollte durch die reduzierenden Bedingungen verhindert werden. Starke
Wechselwirkungen kénnen dennoch zu einer Bildung von Quartarstrukturen fihren
(Datenblatt RANK-Antikérper ab22106, Abcam).

Interessant zu beobachten war die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Western
Blots und der gRT-PCR. In beiden Versuchsreihen zeigte die Zelllinie Panc-1 die
starkste RANK-Expression; bei nahezu sédmtlichen anderen Zelllinien stimmten die
Ergebnisse nicht Gberein. Ein moglicher Erklarungsansatz wére, dass im Western Blot
durch die Detektion der 97 kDa Bande ausschliel3lich der Wildtyp detektiert wurde. Bei
den Versuchsansétzen der gRT-PCR kam es moglicherweise zur Vermehrung von
RANK- Isoformen, die im Western Blot als unspezifische Banden gewertet wurden.

Zudem korrelierte eine erhdhte RANK-Expression mit einem hohen Tumorstadium,
schlechterer Differenzierung sowie einem besseren Ansprechen auf eine
Chemotherapie (Peng et al., 2013; Pfitzner et al., 2014; Santini et al., 2012). Bei
knocheneigenen Tumoren ist RANK ebenfalls stark exprimiert und korreliert mit einem

kurzeren krankheitsfreien Uberleben (Bago-Horvath et al., 2014).

Studien konnten zeigen, dass eine starke Expression der Tumorzellen von RANK mit
aggressiverem Wachstum und héherem Metastasierungsrisiko assoziiert ist, ebenso
dass sich das Migrationsverhalten von Zellen, bei denen ein RANK-Knockout
durchgefiihrt wurde im Vergleich zu den unbehandelten Zelllinien deutlich reduziert ist
(Casimiro et al., 2013; Dougall, 2012).

Aufgrund dieser Beobachtung ware die Annahme gerechtfertigt, dass sich nach dem
RANK-Knockdown ein Unterschied im Proliferationsverhalten nachweisen lassen
misste. Insbesondere bei der Panc-1-Zelllinie mit einer hohen RANK-Expression

konnte kein Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen den SCR und den
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Knockdown-Zellen beobachtet werden. BxPC3 jedoch zeigte nach dem RANK-
Knockdown trotz bereits niedriger basaler RANK-Expression einen signifikanten
Rickgang des Zellwachstums. Ursachen fur den fehlenden Rickgang des

Proliferationsverhaltens bei Panc-1 bleiben unklar.

Vergleicht man hingegen die Wachstumsrate der BxPC3-Knockdown-Zellen mit der
regular exprimierenden Zelllinie, lasst sich eine verminderte Wachstumsrate
feststellen (s. Abb. 21). Es gilt weiter zu untersuchen weshalb ausgerechnet bei einer
Zelllinie, die sowohl im Western Blot als auch in der qRT-PCR eine ahnlich geringe
RANK-Expression wie die Referenzzelllinie HPDE aufweist, ein RANK-Knockdown
einen Einfluss auf die Proliferationsrate hat. Hier ware anzunehmen, dass der RANK-
Knockdown aufgrund der schon niedrigen Grundexpression keinen wesentlichen
Einfluss auf das Wachstumsgeschehen hat. Um adaquate Aussagen bezlglich des
RANK-abhangigen Proliferationsverhaltens zu treffen, sind umfangreichere

Versuchsreihen notwendig.

Generell stellt sich jedoch die Frage, ob eine allgemeine Aussage zum
Wachstumsverhalten anhand der RANK-Expression zu treffen ist oder inwieweit
andere Signalkaskaden zur Proliferation der Zellen fuhren. Vergleicht man die
Proliferationsrate von unstimulierten Zellen stellt sich kein Zusammenhang zur RANK-
Expression dar, HPDE weist das schnellste Zellwachstum auf, wohingegen Panc-1
trotz hoher RANK-Expression eine deutlich langsamere und mit der Zelllinie BXxPC3
vergleichbare Proliferationsrate hat.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse gilt es als wahrscheinlich, dass es keine alleinige
Korrelation zwischen der RANK-Expression beim Pankreaskarzinom und der
Wachstumsverhalten der Karzinomzellen gibt. Zu bedenken gilt aber, dass im Rahmen
der durchgefiuihrten Versuche nicht geklart wurde, ob der Knockdown samtliche
Isoformen betrifft oder lediglich die Expression der kanonischen RANK-Form reduziert
wurde. Auch welchen Effekt die Aktivierung der einzelnen Isoformen welchen Effekt
zeigt, sowie welche Unterschiede in der Anregung der intrazellularen Signalkaskade

auftreten, gilt es ebenso weiter zu untersuchen.

Bereits beim Mammakarzinom konnte eine Isoform (RANK-c) nachgewiesen werden,

die tumorspezifisch zu sein scheint, da sich diese im gesunden Gewebe nicht
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darstellen lasst. RANK-c zeigt sich bei Brustkrebszellen stark hochreguliert im
Vergleich zur Wildtyp-Expression und Korreliert invers mit der Schwere der
Erkrankung. Ebenso scheint RANK-c im Vergleich zum RANK wt die Zellmotilitat und
Migration von Brustkrebszellen zu inhibieren, indem es den tblichen RANK-Signalweg
beeinflusst (Papanastasiou et al., 2012). Ob es ebenso spezifische RANK-Isoformen
beim Pankreaskarzinom gibt, oder sich gar auch die Expression von RANK-c
nachweisen lasst und welchen Einfluss diese auf das maligne Gewebe haben, gilt es

in weiteren Untersuchungen zu klaren.

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass RANK auch beim Pankreaskarzinom eine
wesentliche Rolle spielen kénnte. Sicherlich sind weitere Studien notwendig um die
RANK-Expression in einen klinischen Kontext zu setzen und die Mdglichkeit als
prognostischen Marker zu evaluieren. Da sich jedoch auch in gesundem
Pankreasgewebe eine RANK-Expression nachweisen lasst, ist die Aussagekraft
eingeschrankt zu betrachten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde lediglich auf den RANK-
Wildtyp eingegangen; mogliche Isoformen blieben unbericksichtigt. Umso
interessanter gestaltet sich die Frage nach maoglicherweise tumorspezifischen
Isoformen. Es lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse jedoch vermuten, dass
der Grad der RANK-Expression keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der

Karzinomzellen hat.

5.2 RANKL

RANKL konnte bereits bei mehreren Tumorentitaten wie dem Mammakarzinom, dem
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, dem Prostatakarzinom, dem
Nierenzellkarzinom und dem Endometriumkarzinom nachgewiesen werden
(Armstrong et al., 2008; Casimiro et al., 2013; Liu et al., 2016; Mikami et al., 2009;
Ohtaka et al., 2017; Papanastasiou et al., 2012; Peng et al., 2013). In dieser Arbeit
konnte eine RANKL-Expression nun auch beim Pankreaskarzinom nachgewiesen

werden.

Ebenso wie bei RANK wurden bisher mehrere Isoformen detektiert. 2001, wenige
Jahre nach der Entdeckung von RANKL, gelang es lkeda et al. zu der bereits
bekannten RANKL-Form zwei weitere Isoformen nachzuweisen (RANKL 1-3), wobei

RANKL 3 durch das Fehlen der Transmembrandoméne in I6slicher Form vorliegt. Es
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wird vermutet, dass die Isoformen durch alternatives Spleil3en generiert werden. Die
Unterschiede, insbesondere der beiden membrangebundenen Formen, sind bisher

unklar.

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper bindet an die extrazellulare Domane von
RANKL und detektiert damit alle drei Isoformen, deren errechnetes Molekulargewicht
28 kDa, 31,5 kDa bzw. 35,5 kDa betragt (Ikeda et al., 2001). Laut Datenblatt kann
RANKL bei 37 kDa nachgewiesen werden. Bei jeder untersuchten Tumorzelllinie sowie
bei der Referenzzelllinie HPDE konnten im Western Blot Banden bei 35 und 37 kDa
dargestellt werden, was sich mit Beobachtungen anderer Studiengruppen deckt (Baek
et al., 2017; Chu et al., 2014; Fan et al., 2017). Zusatzlich wurden fur jede Zelllinie
Banden bei 72 kDa und 76 kDa beobachtet. Diese werden ebenso im Datenblatt
beschrieben. Initial wurden diese Banden als unspezifische Reaktionen betrachtet, es
ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass es sich um Dimere der oben genannten Banden
handelt. Reduzierende Bedingungen beim Western Blot sollten die Bildung von
Multimeren eigentlich verhindern, méglicherweise reichten diese jedoch nicht aus.
Ebenso ist allerdings auch eine Kreuzreaktion mit anderen Antigenen maoglich, da es

sich bei dem verwendeten Antikdrper um einen polyklonalen Antikorper handelt.

Die RANKL-Bande der Zelllinie Panc-1 kontrastierte sich am starksten bei 37 kDa. Bei
dieser Zelllinie konnte ebenso eine starke RANK-Expression nachgewiesen werden.
Zellen der Linie 5072 wiesen die starkste Bande bei 35 kDa auf.

Lum et al. (1999) berichteten, dass nach Deglykolisierung von RANKL nur noch
Banden bei einem Molekulargewicht von 35 kDa nachweisbar waren. Auch Lynch et
al. interpretierten die von ihnen 2005 detektierte 38 kDa-Bande als unglykolysiertes
RANKL. So ist zu vermuten, dass es sich bei den in dieser Arbeit nachgewiesen
Banden bei 35 kDa und 37 kDa um unglykosyliertes RANKL handelt. Jedoch bleibt
unklar, ob es sich um Modifizierungen handelt, die den Unterschied im
Molekulargewicht verursacht, oder ob zwei unterschiedliche Isoformen dargestellt

wurden.

Verlassliche Daten zu Untersuchungen von Serumwerten auf l6sliches RANKL liegen
bisher nicht vor. Erhobene Daten im Rahmen dieser Arbeit zu Serumkonzentrationen

von sRANKL bei Patienten, die an einem Pankreaskarzinom erkrankt waren, und
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gesunden Probanden zeigten keine Unterschiede. Dies mag am Uberwiegen der
membrangebundenen im Vergleich zur sSRANKL-Form, bisher fehlenden sensitiven
Messmethoden oder an einer unzureichenden Gruppengréf3e liegen (Bowsher und
Sailstad, 2008; Dougall, 2012). Dennoch konnte in einer Studie mit Patienten, die an
einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom leiden, signifikant erhdhte sRANKL-

Serumwerte nachgewiesen werden (Lu et al., 2016).

Durch Stimulationsversuche mit SRANKL konnte weder bei den meisten
pankreatischen Karzinomzelllinien noch bei der Referenzzelllinie (HPDE) ein Einfluss
auf das Proliferationsverhalten aufgezeigt werden. Diese Erkenntnis stimmte mit dem
Ergebnis anderen Arbeitsgruppen Uberein, die das Proliferationsverhalten von
unstimulierten und mit SRANKL stimulierten Brustkrebszellen verglich (Casimiro et al.,
2013; Papanastasiou et al., 2012). Lediglich die pankreatische Zelllinie L3.6pl wt wies
einen signifikanten Anstieg des Proliferationsverhaltens nach sRANKL-Stimulation
auf. Der Grund dafur ist bisher ungeklart. Auch in den RANK-Knockdown-Zellen zeigte
sich nach sRANKL Stimulation kein wesentlicher Unterschied zur unbehandelten
Gruppe. Bei der BxPC3-Zelllinie scheint dies nicht weiter verwunderlich, da diese
ohnehin eine vergleichsweise schwache RANKL-Expression aufweist und damit die
Auswirkungen des Knockdowns nicht erheblich sind.

Da jedoch bereits bei mehreren Tumorentitaten eine hohe RANK-Expression mit
einem aggressiverem Wachstumsverhalten zu korrelieren scheint, hatte man nach
Stimulation des RANK-RANKL-Signalweges Unterschiede in der Wachstumsrate einer
Zelllinie mit hoher RANK-Expression nach sRANKL-Stimulation erwartet, wenn man
diese mit der zugehérigen Knockdown-Zelllinie vergleicht.

Diese Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass die Aktivierung der RANK-
RANKL-Signalkaskade keinen wesentlichen Einfluss auf das Wachstumsverhalten
beim Pankreaskarzinom zu haben scheint. Entgegen dieser Beobachtungen wiesen
Peng et al. (2013) nach, dass beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom eine
herbeigefuhrte Verstarkung der RANKL-Expression in Versuchen an Mausen zu einer
Zunahme der Migration, einem schnelleren Tumorwachstum sowie einem fritheren
Auftreten von Knochenmetastasen fuhrt. Ob dies eine entitatsspezifische
Beobachtung ist oder es Unterschiede zwischen einer Aktivierung des Signalweges
durch verschiedene Isoformen gibt, bleibt offen. Weitere Versuche mit einer

induzierten RANKL-Uberexpression bei Pankreaskarzinomzellen sind zur Klarung
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dieser Frage notwendig. Mdglicherweise lasst sich die von Peng et al. beschriebene
Korrelation zwischen einer hohen RANKL-Expression und dem Vorhandensein von
Metastasen sowie abnehmendem Differenzierungsgrad auf das Pankreaskarzinom
Ubertragen. Weitere Studien, die klinische Daten mit immunhistochemischen

Praparate vergleichen, sind vor diesem Hintergrund sinnvoll.

In  Microarray-Analysen konnte eine hohe RANKL-Expression mit besserer
Differenzierung des Karzinomgewebes sowie einer besseren Prognose in Verbindung
gebracht werden. Die Uberlebensrate zeigte allerdings keine Korrelation (Santini et al.,
2012).

In den meisten bisher untersuchten RANK exprimierenden Tumorentitaten konnte kein
Zusammenhang zwischen der RANK-Expression und dem klinischen Verlauf
aufgezeigt werden, jedoch konnte Lee et al. 2011 zeigen, dass bei Patienten mit einem
Osteosarkom eine hohe RANKL-Expression mit einer geringeren Uberlebensrate
assoziiert ist (Bago-Horvath et al., 2014; Pfitzner et al., 2014).

Die Inhibition von RANKL wurde ebenfalls bereits in mehreren Tumorentitaten wie dem
multiplen Myelom, Brustkrebs, Lungenkrebs und Prostatakrebs getestet. Bei jeder
Tumorentitat zeigte sich eine effiziente Reduktion tumorbedingter Knochenlasionen
(Roodman und Dougall, 2008). Da Knochenmetastasen beim Pankreaskarzinom
aufgrund des oft weit fortgeschrittenen Krankheitsstadiums keine wesentliche Rolle
spielen, stellt sich die Frage, ob es bei anderen Metastasen durch eine RANKL-
Inhibition ebenfalls zu einer Reduktion der MetastasengroRe kommt. Hierzu sind
weitere Untersuchungen notwendig, die die RANK- und RANKL-Expression in
Metastasen des Pankreaskarzinoms untersuchen.

Mit Denosumab als spezifischem RANKL-AntikGrper steht eine mdgliche
medikamentose Therapieoption zur Verfligung, sollte sich in weiteren Untersuchungen
eine Auswirkung des RANK-RANKL-Signalweges auf das Karzinomgeschehen
bestdtigen. Bislang wird Denosumab zur Behandlung und Préavention
postmenopausaler Osteoporose und Pravention von Knochenverlust bei hormonell
behandeltem Prostata- und Mammakarzinom eingesetzt (Lipton et al., 2007; McClung
et al., 2006).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass RANKL auch beim Pankreaskarzinom eine
Rolle zu spielen scheint. Kontrare Ergebnisse zeigen, dass die Auswirkungen einer
hohen RANKL-Expression, die in einigen der untersuchten Zelllinien des
Pankreaskarzinoms durchaus signifikant ist, bisher nicht ausreichend untersucht
wurde. Die bisherigen Studien bestétigen jedoch, dass eine Stimulation mit l6slichem
RANKL keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Karzinomzellen zu haben
scheint. Anders sieht es jedoch bei einer induzierten Uberexpression von RANKL auf
den Karzinomzellen aus. Dies legt die Vermutung nahe, dass je nach
Rezeptoraktivierung durch unterschiedliche Isotypen bzw. autokrin/parakrin
unterschiedliche Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. Bislang wurde davon
ausgegangen, dass die rezeptorbindende Domane sich zwischen den Isoformen nicht

unterscheidet. Dies sollte weiterhin Gegenstand intensiver Untersuchungen bleiben.

5.3 COX-2

Beim Pankreaskarzinom, aber auch bei anderen Tumorentitaten wie kolorektalen
Karzinomen, dem Bronchialkarzinom und dem Magenkarzinom konnte eine erhéhte
COX-2-Expression bereits nachgewiesen werden. Diese scheint Einfluss auf das
Zellwachstum und die -migration zu haben (Eibl et al., 2005; Li et al., 2013; Yip-
Schneider et al., 2000).

Nach Herstellerangaben stellt sich die COX-2 Bande bei 69 kDa dar. In den
durchgefuhrten Untersuchungen zeigten sich Banden bei 69 oder 75 kDa, wobei die
grolRere Bande am ehesten auf posttranslationale Modifizierungen zurtickzufiihren ist.
COX-2 konnte in mehreren untersuchten pankreatischen Karzinomzelllinien
nachgewiesen werden. Die Expression schwankte dabei zwischen den
unterschiedlichen Zelllinien sehr stark. So zeigte BXPC3 eine vergleichsweise starke
COX-2-Expression, wahrend diese bei Panc-1 kaum nachweisbar war. Im gesunden
Pankreasgewebe lasst sich COX-2 gar nicht oder nur schwach nachweisen (Li et al.,
2014).

Eine hohe COX-2 -Expression ist mit einer erhdhten Resistenz neoplastischer Zellen
gegentber Apoptose und einer erhthten Zellproliferation assoziiert, was das
Wachstumsverhalten des Karzinoms weiter unterhalt (Crowell et al., 2006; Li et al.,

2014). Die Anwendung eines COX-2-Hemmers in préklinischen Studien konnte die
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weitere Proliferation der Karzinomzellen blockieren sowie effektiv eine Apoptose

induzieren (Tseng et al., 2002).

Proliferationsassays unter Zugabe des COX-2-Inhibitors NS 398 zeigten bei BxPC3
einen dosisabhangigen Effekt auf die Wachstumsrate der Zellen. Dies bestétigt
Ergebnisse anderer Forschungsgruppen, die diesen Effekt ebenfalls beobachten
konnten. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen konnte dieser Effekt durch
andere Arbeitsgruppen jedoch sowohl bei Zellen mit nachgewiesener COX-2-
Expression als auch bei solchen, bei denen sich kein COX-2 nachweisen liel3,
festgestellt werden (Sun et al., 2009; Yip-Schneider et al., 2000). Méglicherweise liel3
sich der wachstumsmindernde Effekt bei der Zelllinie Panc-1 aufgrund der relativ
grof3en Streubreite nicht darstellen, sodass weitere Versuche auch mit anderen, nicht
COX-2 exprimierenden Zelllinien, notwendig sind um diese Beobachtung zu
bestatigen. Bei der Anwendung eines COX-2-Inhibitors in vivo reduzierte sich beim
Mammakarzinom das Tumorwachstum deutlich und erhtéhte so die Uberlebenszeit
(Tseng et al., 2002).

Die Aktivierung von COX-2 ist Teil der intrazellularen Signalkaskade nach Aktivierung
des RANK-RANKL-Signalweges. Um dies zu verifizieren, wurde sRANKL zu den
Zellen gegeben und die COX-2 Expression nach unterschiedlichen Zeitintervallen
gemessen. In allen untersuchten Zellreihen gab es einen Anstieg der COX-2-
Expression, wobei die maximale Bandenstarke zwischen den Zellreihen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auftrat. Dies bestétigt eine Induktion der COX-2-
Expression durch die Aktivierung von RANK. Woher jedoch die zeitlichen Differenzen
in der maximalen Bandenauspragung rihren, ist weitestgehend unbekannt und muss

weiteren Untersuchungen unterzogen werden.

Bei Durchfuihrung desselben Versuches mit den Knockdown-Zelllinien konnte in der
SCR-Zelllinie ein Anstieg der COX-2-Expression verzeichnet werden. Bei den
Knockdown-Zelllinien zeigte sich eine beinahe homogene Bandenstarke zu allen
Zeitpunkten. Neben der im Western Blot und der qRT-PCR nachgewiesenen
Reduzierung der RANK-Expression sprechen also auch diese Ergebnisse fiir den
Erfolg des Knockdowns, da es offensichtlich zu keinem RANK-abhangigen Anstieg der

COX-2-Expression kam.
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Studien mit einem COX-2-Knockdown in Karzinomzellen zeigten einen drastischen
Ruckgang der Zellproliferation sowie der Migrationsfahigkeit. Versuche, in denen
Méause Pankreaskarzinomzellen nach einem COX-2-Knockdown injiziert wurden,
wiesen ein deutlich verzdgertes Fortschreiten des Karzinomgeschehens auf (Li et al.,
2014). Eine Verringerung der COX-2-Expression beeintrachtigt damit die Malignitat

der Karzinomzellen durch Hemmung von Proliferation und Migration.

Aspirin und selektive COX-2-Hemmer wie etwa Celecoxib, senken, zum Telil
dosisunabhangig, bei regelméafiger Einnahme das Risiko, an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken (Veettil et al., 2017). Jedoch sind diese Effekte mit
gastrointestinalen und kardiovaskuldren Risiken verbunden (Caldwell et al., 2006;
Cooper et al., 2010; Ofman et al., 2003; Rostom et al., 2007). Angesichts des
Nebenwirkungsprofils wird daher eine Einnahme von COX-2-Hemmern als

Primé&rpravention nicht empfohlen.

Aufgrund der teils hohen COX-2-Expression in den untersuchten Zelllinien ware die
Annahme gerechtfertigt, dass sich auch beim Pankreaskarzinom ein positiver Effekt
bei Einnahme von COX-2-Hemmern aufzeigen liel3e. So erganzten Lipton et al. (2010)
bei Patienten mit einem inoperablen Pankreaskarzinom die Chemotherapie mit
Gemcitabine mit einer regelmaligen Einnahme des COX-2-Inhibitors Celecoxib und
konnten im Folgenden eine Verlangerung der Uberlebenszeit berichten. In anderen
Tumorentitadten wie dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte hingegen kein
Vorteil bei der zusatzlichen Einnahme eines COX-2-Hemmers  zur

Standardchemotherapie festgestellt werden (Gulyas et al., 2018).

Nach Beschreibung der Rolle von RANK und RANKL beim humanen
Pankreaskarzinom hat auch COX-2 als aktiviertes Enzym in der Signalkaskade einen
Einfluss auf die Karzinomzellen. Durch Inhibierung der Apoptose und Induktion
zahlreicher Regulatoren, die das Zellwachstum und die —migration beeinflussen,
nimmt COX-2 einen negativen Einfluss auf das Karzinomgeschehen. Erste
Untersuchungen zur klinischen Anwendung im Sinne einer Kombination mit einer
Chemotherapie wurden bereits beschrieben (Lipton et al., 2010). Um Aussagen Uber

die genaue Funktion von COX-2 beim Pankreaskarzinom treffen zu kénnen und
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weitere Therapieansiatze mit COX-2-Hemmern zu evaluieren, muss der

Zusammenhang Gegenstand weiterer Forschung bleiben.
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6 Zusammenfassung

Die Expression von RANK und RANKL konnte erstmalig beim humanen

Pankreaskarzinom nachgewiesen und die Expression von COX-2 bestatigt werden.

Der Nachweis sowohl von RANK als auch RANKL gelang in allen neun untersuchten
Pankreaskarzinomzelllinien. Serumwerte der l6slichen RANKL-Isoform lagen bei
Patienten mit einem nachgewiesenen Pankreaskarzinom nicht hoher als bei den
gesunden Probanden, sodass hier nicht von der Moglichkeit eines diagnostischen

Parameters auszugehen ist.

Proliferationsassays zeigten, dass die grundlegende Wachstumsrate der Zellen nicht
abhangig von der RANK-Expression zu sein scheint. Ebenso konnte durch
Stimulierung des Rezeptors mit I6slichem RANKL kein Anstieg der Proliferation
verzeichnet werden. RANK-Knockdown-Zellen wurden erfolgreich durch lentivirale
Transfektion etabliert. Die Knockdown-Klone der Zelllinie BXPC3 wiesen daraufhin
eine signifikant verringerte Proliferationsrate auf, Knockdown-Zellen der Zelllinie Panc-
1 zeigten kein verandertes Proliferationsverhalten. Dies lasst auf einen gewissen
Einfluss der RANK-Expression auf das Wachstumsverhalten schlie3en; eine
Stimulierung des Rezeptors durch die I6sliche Isoform scheint jedoch keine Rolle zu
spielen. Die Identifizierung moéglicherweise spezifischer Isoformen und deren genauen

Einfluss auf die intrazellulare Signalkaskade gilt es weiter zu untersuchen.

Die COX-2-Expression konnten in Pankreaskarzinomzelllinien bestatigt werden; der
Grad der Expressionsstarke schwankte dabei stark. Nach Stimulation der Zellen mit
I6slichem RANKL konnte in allen getesteten Zellreihen ein Anstieg der COX-2-
Expression dargestellt werden. Somit bestatigt sich, dass die Aktivierung von COX-2
ein Teil des RANK-RANKL-Signalweges ist. Unter Anwendung des COX-2-Hemmers
NS 398 konnte ein signifikanter Rickgang der Proliferation beobachtet werden. Bei
einigen Zelllinien ist dieser Effekt dosisabhangig, bei andere konnte mit Steigerung
des NS 398 kein starkerer Riickgang der Proliferation nachgewiesen werden. Uber
Moglichkeiten einer klinischen Anwendung von COX-2-Hemmern beim

Pankreaskarzinom ist in Anbetracht der Nebenwirkungen weiter zu diskutieren.
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6.1 Summary
The expression of RANK and RANKL was first proven in human pancreatic cancer at

which time the expression of COX-2 was able to be confirmed as well.

Both RANK and RANKL expression has been demonstrated in nine different
pancreatic cancer cell lines. Serum levels of the soluble RANKL isoform in patients
with proven pancreatic cancer are not significantly higher than in cases of healthy
persons, showing conclusively that RANKL serum level cannot be used as a diagnostic

marker.

Proliferation assays show that there seems to be no connection between the basic
proliferation rate and the level of RANK expression. Similarly, no increase in cell
proliferation could be demonstrated by stimulation of the receptor with soluble RANKL.
By further experiment, RANK knockdown cells have been established via lentiviral
transfection. Panc-1 cells did not show any alteration in growth behavior after
downregulation of RANK, whereas BxPC3 showed significant lower cell proliferation.
Hence the interaction between soluble RANKL and RANK has no direct influence on
proliferation behavior; but, given the results, indicate a certain influence of RANK on
proliferation behavior. Identification of further isoforms, which are possibly specific to
pancreatic cancer, and the exact influence on the intracellular signaling cascade,

needs to be further explored.

COX-2 expression was confirmed, whereupon the expression rate between the
different pancreatic cancer cell lines varied strongly. After stimulation with soluble
RANKL, an increase of COX-2 expression in every tested cell line could be detected.
This proves that the activation of COX-2 is part of the intracellular signaling cascade
of the RANK/RANKL pathway. Using the COX-2 inhibitor NS 398, a significant
reduction of proliferative behavior was observed. In some cell lines this effect is dose-
dependent, in others no further slowing down of cell growth is shown after an increased
concentration of NS 398. Clinical application of COX-2 inhibitors to patients with

pancreatic carcinomas has to be carefully discussed considering the side effects.
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i T 250%
- > 200%
60% S 150%
A% 100%
20% 50%
0% %
24 48 72
Zeitinh * p=009%
* p=0,004
=100 uM NS 398 =200 M NS 398 300 pM NS 398
Panc-1
300% = o
250%
200%
150%
100%
50%
0%
24 48
Zeitinh b =gl
* p=0,689

®100 pM NS 398 200 uM NS 398 400 pM NS 398

Panc-152.11

24 48
Zeitinh
*p=0,037
WDMSO ™300 uM NS 398
BxPC3
.
Zeitin h * p=0,096

** p=0,006
=100 pM NS 398 =200 pM NS 398 400 pM NS 398
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12 Lebenslauf
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