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Arbeitshypothese

1 Arbeitshypothese

Fur die Entstehung der chronischen Pankreatitis und im Rahmen von Pankreaskarzi-
nomen ist die Existenz einer Pankreasfibrose ein zentrales Kriterium. Bei der Fibro-
seentstehung kommt es zu einer Dysregulation von Zellen, die die extrazellulare Mat-
rix bilden. Die vornehmlich an dieser Regulationsstorung beteiligten Zellen sind die
1998 entdeckten Pancreatic Stellate Cells (M V Apte et al., 1998; Bachem et al.,
1998). Bei einer Pankreatitis gehen die im gesunden Pankreas in einer nicht-aktiven
Form vorliegenden Zellen in einen aktivierten Zustand uber, in dem es zu vermehrter
Proliferation, einem Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp, Migration und Produktion
von Komponenten der extrazellularen Matrix kommt (Haber et al., 1999; Mews et al.,
2002; Omary, Lugea, Lowe, & Pandol, 2007). Im fibrotisch veranderten Pankreas
stellen die Pancreatic Stellate Cells (PSC) die wichtigste Quelle der Kollagenproduk-
tion dar (Haber et al., 1999).

Es ist bis heute nicht ausreichend verstanden, welche Mechanismen zur Entstehung
einer Fibrose nach schadigenden Reizen wie Alkoholkonsum, oxidativem Stress oder
dem Einfluss bestimmter Zytokine, fuhren. Anhand der deutlich besser untersuchten
Leberfibrose und einigen Fortschritten bei der Entdeckung der Genese der Pan-
kreasfibrose in den letzten Jahren lasst sich jedoch vermuten, dass bestimmte Sig-
naltransduktionskaskaden bei der Entwicklung einer Pankreasfibrose eine wichtige
Rolle spielen. Eine dieser bedeutsamen Kaskaden scheint der Signalweg Uber den
Platelet-derived Growth Factor (PDGF) und dessen Rezeptor Platelet-derived
Growth Factor Receptor (PDGF-R) zu sein. PDGF und der PDGF-R spielen eine
zentrale Rolle bei Proliferation, Migration und Produktion von extrazellularer Matrix
(Kléppel, Detlefsen, & Feyerabend, 2004; Luttenberger et al., 2000; Schneider et al.,
2001).

Zwei wichtige intrazellulare Signaltransduktionsmechanismen tber den PDGF-R sind
die Ras-Raf-ERK- und PI3K/AKT-Signalwege. So konnte gezeigt werden, dass
PDGF, uber ERK1/2, ein potenter Stimulator der Proliferation von PSC ist (Jaster,
Sparmann, Emmrich, & Liebe, 2002; Masamune, Kikuta, Satoh, Kume, &
Shimosegawa, 2003).

Bei dem fibrotischen Umbau des Pankreas kommt es zur Zunahme von Proteinen

der extrazellularen Matrix. Schon fruh nach der Entdeckung der PSC konnte gezeigt
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Arbeitshypothese

werden, dass in stark fibrotischen Arealen des Pankreas eine hohe Dichte an
PDGF-R positiven Zellen vorhanden ist (Haber et al., 1999). In Hepatic Stellate Cells
(HSC), dem umfangreicher untersuchten hepatischen Pendant der PSC, bewirkte
eine Inhibition der PI3K die Reduktion extrazellularer Matrix (Son, Hines, Lindquist,
Schrum, & Rippe, 2009). In den Jahren nach der Erstisolation konnte auch fur PSC
gezeigt werden, dass sie die wichtigste Quelle bei der pathologischen Zunahme ext-
razellulare Matrix sind (Gibo et al., 2005; Mews et al., 2002).

Mit Hilfe dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Inhibierung des PDGF-R
durch den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib mesylate einen Einfluss auf die Proliferati-
on und profibrogenetischen Eigenschaften der PSC hat. So kdnnten diese Daten zur
Erweiterung, der noch immer eingeschrankten Therapieoptionen der chronischen

Pankreatitis, verwendet werden.
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2 Einleitung

2.1 Das Pankreas

Das Pankreas entsteht wahrend der Embryonalentwicklung aus drei getrennten An-
lagen, die im Verlauf miteinander verschmelzen und schlieBlich retroperitoneal zwi-
schen Leber, Duodenum, Magen, Milz, Wirbelsaule und in enger Nachbarschaft zu

den grof3en abdominellen GefalRen zu liegen kommen (siehe Abbildung 2-1).

Abbildung 2-1 Computertomographie
Radadiadagd 00 ey des oberen Abdomen.

- : == Die Bauchwand zeigt zum Oberrand des

- Vei Bildes, die Ansicht des Querschnittes ist
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Verlauf bei Erkrankung des Organes hau-

fig einen entscheidenden Faktor darstellt.

Das Bild stammt aus (Longnecker, 2014)

und wurde von der American Gastroente-

rological Association zur Verfiigung ge-

stellt.

m
/s( J

Bei dieser Verschmelzung verbinden sich die in den Anlagen vorhandenen Gangsys-
teme und bilden den groReren, ventralen Hauptbauchspeicheldrisengang (Ductus
pancreaticus oder Wirsungianus) und den dorsalen, kleineren Bauchspeicheldrisen-
gang (Ductus pancreaticus accessorius oder Santorini), siehe Abbildung 2-2). In et-
wa 5-10% bleiben die Gangsysteme voneinander getrennt (Pancreas divisum)
(DiMagno & Wamsteker, 2012).

Abbildung 2-2 Normales Pankreas mit
seziertem ventralen Anteil zur Darstel-
lung des Gangsystems.

Zu sehen sind die 3 Anteile des Pankreas.
Der Caput mit Gallengang und beiden Pan-
kreasgangen (Wirsungianus und Santorini),
der Corpus im mittleren Teil und die sich
verjingende Cauda im rechten Bildanteil.
Das Bild stammt aus (Longnecker, 2014),
die Zeichnung wurde angefertigt von Emily
Weber flir Pancreapedia.

COMMON BILE DUCT

=~ PRINCIPAL PANCREATIC DUCT
(WIRSUNG'S)

~— ACCESSORY PANCREATIC DuCT
(SANTORINI'S)

AN oY
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Es handelt sich beim Pankreas um
eine Druse mit exokriner und endo-
kriner Funktion. Der exokrine Anteil
besteht zum einen aus in Lobuli
liegenden Azinuszellen, die fur die
Produktion digestiver Enzyme, sog.
Zymogene, zustandig sind. Insge-
samt werden 20 verschiedene Zy-

mogene produziert. Die wichtigsten

sind Amylase, Lipase, Trypsin und Abbildung 2-3 Humanes Pankreas in H&E-Farbung.
Ubersicht mit groBen Mengen an exokrinem Gewebe
Chymotrypsin. Zum anderen be- (Azini, Kastchen), 3 Langerhans-Inseln (Pfeile) und einem
. kleinen Gang in der rechten oberen Ecke (Stern). Bild

steht das exokrine Pankreas aus modifiziert aus (Longnecker, 2014).
dem Gangsystem, das Bikarbonat, Mucus und Wasser sezerniert. Der endokrine An-
teil setzt sich aus neuroendokrinen Zellen zusammen, welche die Langerhans-Inseln
bilden und vor allem fur die Produktion der Hormone zur Glukosemetabolisation (Al-
phazellen: Glucagon; Betazellen: Insulin) zustandig sind. Zudem kommen auch Del-
tazellen, die Somatostatin produzieren, und PP-Zellen, die Pankreatisches Polypep-
tid bilden, vor (Longnecker, 2014). Abbildung 2-3 zeigt einen Uberblick tber die His-

tologie des Pankreas.

2.2 Chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis ist eine fortschreitende, inflammatorische Erkrankung
des Pankreas, wobei es zu einer Zerstérung des Drusengewebes und Ersatz durch
Bindegewebe kommt. Nach dem Befallsmuster werden dabei zwei Typen der chroni-
schen Pankreatitis unterschieden. In einer Variante kommt es zur Beteiligung der
grolRen Ausfuhrungsgange, man spricht von dem Large-duct kalzifizierenden Typ.
Bei der anderen Auspragungsform kommt es nur zu minimalen Veranderungen des
Organs und vorzugweise Beteiligung der kleinen Pankreasgange, was als Small-duct
Typ bezeichnet wird (Gupta & Toskes, 2005; Sarles, 1986; Walsh, Rode, Theis, &
Russell, 1992).

Klinisch auldert sich die chronische Pankreatitis vor allem durch die drei Charakteris-
tika Schmerzen, Maldigestion mit Steatorrhoe (Fettstiihle) und Gewichtsverlust, so-
wie Diabetes mellitus. Anhand des klinischen Verlaufes kann die Erkrankung in vier

4



Einleitung

Phasen unterteilt werden. (I) Es kommt zu einer praklinischen Phase mit abwesen-
den oder unspezifischen Beschwerden. (II) Daran schlie3en sich rezidivierende Epi-
soden einer Pankreatitis ohne sicher nachweisbare Zeichen einer Chronizitat an. (lll)
Es folgen weitere Erkrankungsschube mit intermittierenden und konstanten Schmer-
zen sowie Zeichen der chronischen Pankreatitis, wie Gangerweiterungen oder Kalz-
fikationen. (IV) Am Ende kommt es zu einer Besserung der Beschwerden, was am
ehesten mit dem Untergang des Organs einhergeht (Witt, Apte, Keim, & Wilson,
2007).

Die Pravalenz der Erkrankung ist sehr abhangig von der geographischen Lage. So

werden zum Beispiel fur die USA Pravalenzraten von 13 pro 100.000 Einwohnern
und in Sddindien bis zu 200 pro 100.000 Einwohnern beschrieben (Etemad &

Whitcomb, 2001; Garg & [ Normal |
Tandon, 2004).

E Constitutive
pathways

Atiologisch existieren eine
ganze Reihe an auslosen-
den Faktoren einer chroni-
schen Pankreatitis. Unter-
teilen lassen sich diese

am besten anhand ver-

Constitutive
pathway

schiedenener Kategorien:
(I) Xenobiotika, wie Alko- :
hol, Zigaretten oder Medi-

(IT)

Abbildung 2-4 Schematische Darstellung einer Azinuszelle bei
der Pankreatitis.

Der konstitutive Signalweg an der basolateralen Membran
(constitutive pathway) transportiert normalerweise nur eine kleine

kamente; Endogene

Ursachen wie Hyperkalz-
amie oder Hyperlipidamie;
(l11) Infektionen wie HIV,
Mumps- oder Coxsackie-
Viren; (IV) Genetische Ur-

Fraktion der synthetisierten Enzyme (E), der grof3te Teil wird Gber
die apikale Membran freigesetzt. Bei der Pankreatitis kommt zu
einer Hemmung der apikalen Freisetzung und zum primaren
Transport Uber die basolaterale Membran sowie zu der
intrazellularen Aktivierung einer kleinen Fraktion von Zymogenen
durch Co-Lokalisation mit lysosomalen Enzymen (ZG-L). RER =
raues endoplasmatisches Retikulum. GC = Golgi Apparat. L =
Lysosomen. ZG = Zymogengranula.

sachen mit den drei hau-
figsten Mutationen (CFTR, PRSS1, SPINK1, siehe Abkurzungsverzeichnis); (V) Ob-
struktion durch Tumore, Steine oder nach Operationen; (VI) Autoimmune Genese;

(VII) Idiopathisch. Bei Erwachsenen geht man davon aus, dass etwa in 90-95% der
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Falle Alkohol die Ursache ist. In neueren Arbeiten wird jedoch auch eine biliare Ursa-
che, also durch Gallensteine verursacht, in bis zu 30% der Falle beschrieben (J.
Braganza, Lee SH, McCloy RF, & McMahon MJ, 2011; Frulloni L et al., 2009).

Man geht davon aus, dass sich das Grundprinzip fur die Entstehung einer Pankreati-
tisepisode sowohl fur die verschiedenen Ursachen als auch die Verlaufsformen (akut
oder chronische Pankreatitis) ahnelt. Es beginnt mit einer gestorten apikalen Exozy-
tose der Azinuszellen, was man unter Pankreastase versteht. Ursachlich hierfur sind
rezidivierende Stressfaktoren, abhangig von der Ursache, und der konsekutive Anfall
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) (Sanfey, Bulkley, &
Cameron, 1984). Uberschreitet der Anfall von ROS die antioxidative Kapazitat der
Zelle entsteht oxidativer Stress. Dieser fuhrt Uber eine Storung des Glutathionstoff-
wechsels dazu, das ROS nicht mehr entgiftet werden kann und die Reaktion sich so
selbst unterhalt (J. M. Braganza, 2001). Die Azinuszellen sezernieren ihre syntheti-
sierten Enzyme nun Uber die basolaterale Membran ins Lymphgewebe, Interstitium
oder direkt in die Blutbahn (Cook, Musa, & Case, 1996). Das Resultat ist eine Ent-
zundungsreaktion. Den Ablauf dieser Vorgange bezeichnet man als Pankreastase-
Pankreatitis-Sequenz (J. M. Braganza, 1996), siehe Abbildung 2-4.

Bei der chronischen Pankreatitis kommt es im Rahmen der rezidivierenden Entzun-
dungsepisoden in einem schrittweisen Prozess zur vermehrten Bildung extrazellula-
rer Matrix (ECM), vor allem Kollagen

Typ | und lll sowie Fibronectin (M V A NeGIOs:8:3aros1s Seqliance
Apte et al.,, 1999). Im ersten Schritt

entsteht eine Schadigung des Pan-

Episodes of acute
pancreatitis

kreasgewebes durch Pankreastase
und konsekutive Entzindungsreaktion

mit Nekrose oder Apoptose der Azi-

Degree of pancreatic damage

nuszellen. Dabei werden Zytokine

und Wachstumsfaktoren (z.B. Trans-

>
. Time
forming growth factor B1, TGFB1; Pla-  Abbildung 2-5 Nekrose-Fibrose-Sequenz.

. Wiederholte  Entziindungsepisoden mit Nekrose-
telet-derived growth factor, PDGF) entstehung fihren zu zunehmender Schadigung des

; Pankreas mit schlieRlich irreversiblem Gewebe-
freigesetzt (Ebert et al., 1998). Im untergang charakterisiert durch Atrophie der Azini und

zweiten Schritt werden die unterge- Fibrose (Wittetal., 2007).

gangenen Zellen durch Makrophagen
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phagozytiert und es resultiert eine Aktivierung und Proliferation von lokalen Binde-
gewebszellen, den Pancreatic Stellate Cells (PSC, siehe 2.3) (Haber et al., 1999). Im
letzten Schritt kommt es durch die aktivierten PSC zur Produktion von ECM, welche
das entzindliche Infiltrat und die vorherigen Azinuszellen ersetzt (Izumi & Suda,
2007). Dadurch verandert sich die Architektur und Funktionalitat des verbleibenden
Pankreasgewebes. Es entsteht eine Fibrose des Pankreas. Dies ist eines der zentra-
len Kriterien der chronischen Pankreatitis. Wiederholt sich diese Nekrose-Fibrose-
Sequenz (Witt et al., 2007) kommt es im Verlauf zu einer progredienten Schadigung
des Organs (siehe Abbildung 2-5).

SAPE Hypothesis

Normal

Der Zusammenhang zwischen
Normal Pancreas

/——Alcohol

A 4
Metabolic / oxidative stress

diesen vielfaltigen Vorgangen

und dem mit der Zeit fortschrei-

/—— Sentinal Event
\ 4

Acinar Cell Injury
(+/- necrosis)

Inflammatory Response
Pro-inflammatory (early)

stellate cells
(inactive)

Acute
Pancreatitiic %

SN (antiinflam-
‘ /matory)

neutrophils ;@
lymphocyte

macrophage VY a8 . stellate cells
rsy ‘& By e 7, (actlve)

tenden Untergang des Pan-
kreas bzw. dessen vollstandi-
gen Heilung nach akuter Ent-
zundungsepisode wurde 2003
durch D. C. Whitcomb in der

SAPE-Hypothese (SAPE, Sen-

tinel Acute Pancreatitis Event)

Anti-inflammatory (later)

PGt parcrasttts
Alcohol pOStU”ert (Wh|tC0mb, 2003)
Metabolic / Sng'lfss . . _
oxidativestress N4 mal %ORx Darin wird, anhand des Bei-
Recurrent acute Chronic . .
Pancreatitis (RAP)  Pancreatitis spiels Alkohol, beschrieben,

Anti-inflammatory
response

dass es nach einem zentralen,
(SAPE)

einzelnen

schadigenden Reiz

Healed Fibrosis

zum Ablauf der

Chronic pancreatitis

Normal Chronic
(recovered) pancreatitis

Schritte kommt, die letztlich die

¢ D.C. Whitcomb 2002

Abbildung 2-6 SAPE-Hypothese zur Atiologie der chronischen Pankreatitis.

Dargestellt sind die ablaufenden Schritte von akuter zu chronischer Pankreatitis. Links zeigt die Kausal-
kette, rechts die zentralen Ereignisse auf zellularer Ebene in 3 Schritten: Im gesunden Pankreas beste-
hen regelrechte Azini mit apikalen Zymogengranula. Unter Einfluss verschiedener Ursachen, hier am
Beispiel Alkohol, kommt es zu metabolischem oder oxidativem Stress (*) und Zytokine werden, ohne
nachweisbare Pathologie, freigesetzt. Im zweiten Schritt kommt zu einer frihen pro-inflammatorischen
Phase mit Rekrutierung von Neutrophilen, Lymphozyten und Makrophagen, es entstehen Zellnekrosen.
Im Anschluss kommt es zu einer spaten anti-inflammatorischen Phase mit Aktivierung von PSC und
anti-inflammatorischen Makrophagen (M) und konsekutiver Heilungsphase und Kollagenproduktion. Im
letzten Schritt kommt es entweder zu einer Heilung des Azinus (Pfeil nach links) oder, bei weiterhin
bestehendem oxidativem Stress, zum Fortbestehen der Entziindung und PSC-Aktivierung mit Produkti-
on extrazellularer Matrix und Fibrose.
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Enstehung einer chronischen Pankreatitis bewirken kdnnen (siehe Abbildung 2-6).
Diese Theorie lasst sich aber, neben Alkohol, auch auf andere Ursachen anwenden.
Lange Zeit wurden die akute und chronische Pankreatitis als zwei verschiedene
Krankheitsentitaten gesehen. Bei Suszeptibilitat des Individuums z.B. durch eine ent-
sprechende genetische Veranlagung, wie rezessive, nicht primar krankheitsauslo-
sende Mutationen, geht man, aufbauend auf der oben beschriebenen Sequenz, zu-
nehmend von einem Krankheitskontinuum aus. Letztlich ist die Pathogenese der Er-
krankung nicht eindeutig belegt. Neben genannten auslosenden Faktoren und Me-
chanismen existieren auch andere Theorien zur Entstehung der Erkrankung. So gibt
es die Theorie, dass die chronische Pankreatitis primar vom Gangsystem ausgeht
und durch Proteinablagerungen zu einem Aufstau mit Entzindung fuhrt. Eine andere
Uberlegung ist, dass es zu einer direkten toxischen Schadigung, z.B. durch Alkohol,
von Azinuszellen sowie PSC kommt und letztere dadurch direkt aktiviert werden oh-
ne den Umweg uber lokale Stimulationsmechanismen zu nehmen (J. Braganza et al.,
2011).

2.3 Pancreatic Stellate Cells (PSC)

Die erste Beschreibung von Vitamin A-haltigen Zellen im Pankreas erfolgte 1982
(Watari, Hotta, & Mabuchi, 1982). Damals wurde fur den gefundenen Zelltyp eine
Assoziation, mit den durch Karl von Kupffer 1876 beschriebenen Hepatic Stellate
Cells (HSC), angenommen.

Lange konnten diese Zellen des Pankreas nicht weiter untersucht werden, da eine
entsprechende Isolationsmethode fehlte. Diese wurde erst 1998 durch zwei unab-
hangige Arbeitsgruppen gefunden und macht seitdem die Isolation von Pancreatic
Stellate Cells (PSC) moglich (M V Apte et al., 1998; Bachem et al., 1998). Dabei
verwendeten Apte et al. einen Dichtegradienten und Bachem et al. eine Auswuchs-
methode aus Pankreasgewebe zur Isolation. Beide Verfahren werden bis heute an-
gewendet und lie3en die Charakterisierung des neuen Zelltyps sowie das Verstand-

nis der Pankreasfibrose maf3geblich voranschreiten.

Im gesunden Pankreas befinden sich die PSC periazinar entlang der Basalmembran
der Azinuszellen und interlobular. Eine Assoziation mit Langerhans-Inseln konnte

bisher nicht gesehen werden.
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Abbildung 2-7 PSC im Pankreasgewebe.
Desmin positive Zellen (PSC) liegen im In-
terstitium zwischen den Azini. Links: Immun-
histochemie auf Desmin in 40x VergréRerung.
Rechts: Schematische Darstellung der Histo-
logie. (M V Apte et al., 1998).

Die Zellen konnen in zwei Zustanden vorliegen. Einerseits einem inaktiven Zustand
mit vielen Lipideinschlissen, Expression der Zytoskelettbestandteile Desmin und
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), niedriger Zellteilungsrate und geringer Synthe-
se von extrazellularer Matrix (ECM). Dieser Zustand liegt im gesunden Organ vor.
Man geht davon aus, dass inaktive PSC etwa 4 — 7% des normalen Pankreaspa-
renchyms ausmachen.

Bei der Entstehung eines Krankheitsprozesses, wie z.B. einer Pankreatitis oder dem
Pankreaskarzinom, oder unter Zellkulturbedingungen gehen die PSC andererseits in
einen aktivierten Zustand uber. Dieser zeichnet sich durch eine Lokalisation von
vermehrten Zellen im krankhaften Gewebe, Verlust der Lipideinschlisse, Verande-
rung des Zytoskeletts mit Expression von a-SMA, hoher Zellteilungsrate, Migration,
Bildung von ECM (vor allem Kollagen Typ I, lll, XlI, Fibronectin) und Proteinen fur
deren Abbau (MMP, TIMP) sowie Expression von Cytokinen (IL-13 , IL-6, IL-8),
Wachstumsfaktoren (PDGF, TGFB1, CTGF, VEGF) als auch deren Rezeptoren
(PDGF-R, TGFB-R) aus (M V Apte et al., 1998; Bachem et al., 1998; Haber et al.,
1999; Karger et al., 2008; Mews et al., 2002).

Wie bei der chronischen Pankreatitis (siehe 2.2) beschrieben, besteht die Annahme,
dass es durch einen schadigenden Reiz Uber die Nekrose-Fibrose-Sequenz zur Akti-
vierung von PSC kommt oder diese direkt durch toxische Metabolite, wie z.B. Acetal-
dehyd bei der Alkoholverstoffwechselung oder oxidativem Stress aktiviert werden
(Minoti V. Apte, Pirola, & Wilson, 2006).

Die regulatorischen Mechanismen, die zur Aktivierung der PSC fuhren, sind vielsei-
tig. So wurde in einigen Arbeiten beschrieben, dass es durch Zytokine (IL-1, IL-6, IL-
8, TNF-a) zur parakrinen und autokrinen Aktivierung kommt. Zudem wurde eine Rolle
in der Aktivierung von PSC fur Molekule wie Angiotensin Il und reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) beschrieben (Hama et al., 2006; Omary et al., 2007; Schneider et
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al., 2001). Die meisten Hinweise fur eine zentrale Rolle bei der Aktivierung bestehen
jedoch fur PDGF und TGFB1. Dabei wird PDGF eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation und Migration der Zellen zugeschrieben, wohingegen TGFB1 primar die
Produktion von ECM und a-SMA zu beeinflussen scheint (Luttenberger et al., 2000;
Shek et al., 2002).

In den Jahren seit der Entdeckung der PSC wurden gute Hinweise darauf gefunden,
dass die Zellen eine entscheidende Rolle sowohl bei der Fibroseentwicklung als
auch bei der Fibrolyse spielen.

Die Fibroseentstehung Iasst sich in Bezug auf den Funktionszustand der PSC in vier
Stadien einteilen: In Stadium | liegen die PCS nah mit Makrophagen zusammen im
Nekroseareal, in Stadium Il kommt es zu fibrotischen Umbauprozessen und die PSC
finden sich auch perilobular, Stadium Il kennzeichnet sich durch eine dichte Fibrose
mit reduzierter Anzahl von PSC, im letzten Stadium IV, mit zusatzlicher Entstehung
von Ablagerungen im Gangsystem, liegen die PSC vor allem in der Nahe von ducta-
len Ulzerationen (Detlefsen, Sipos, Feyerabend, & Kloppel, 2006; Kloppel et al.,
2004). Es wird angenommen, dass wahrend der ersten beiden Stadien eine Regene-
ration moglich ist, wenn der schadigende Reiz beseitigt werden kann.

Die zentrale Funktion der PSC bei der Firboseentstehung ist die Bildung der extrazel-
luldren Matrix durch Produktion von Kollagen Typ I, I, XI, Fibronectin und Periostin
(Erkan et al., 2007; Kloppel et al., 2004).

Versteht man die Fibrose nicht nur als Endstrecke der chronischen Pankreatitis, kann
den PSC auch eine Rolle in der Wundheilung zukommen. Dabei stellt die ECM-
Produktion eine Art Schutzfunktion dar, in der ein provisorischer Raum geschaffen
wird, in dem Zellen proliferieren und migrieren konnen, die Entzindung so bekampft
wird und sich schlieBlich in diesem Raum neue Parenchymzellen bilden kdnnen
(Zimmermann et al., 2002). Unterstutzt wird dieses Theorie dadurch, dass PSC
durch die Produktion von Proteinen fur den ECM-Abbau (MMP: Matrixmetallopro-
teinasen und dessen Inhibitor TIMP: Tissue inhibitor of Metalloproteinases), die Fa-
higkeit zur Fibrolyse besitzen (Phillips et al., 2003) . Insgesamt existieren derzeit je-

doch nicht genligend Daten, die das regeneratorische Potenzial von PSC belegen.
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Ethanol and metabolites, ROS ﬁ

| :
Autocrine J Paracrine
PDGF i IL-1, IL-6, IL-8 A e I
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Abbildung 2-8 Mechanismus der PSC Aktivierung.

Der Einfluss von Alkohol, dessen Metaboliten oder Noxen mit Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) resultieren in einer autokrinen, parakrinen oder direkten Aktivierung von PSC. Dabei kdnnen
die parakrinen Stimuli durch benachbarte Zellen entstehen. Nach der Aktivierung wandern die PSC in
geschadigtes Gewebe, proliferieren, generieren Komponenten der extrazellularen Matrix, was Gewe-
beregeration oder Fibrose zur Folge haben kann, und sind sogar in der Lage Phagozytose zu betrei-
ben. Persistierende Aktivierung bewirkt Fibrose, wahrend Re-Differenzierung in einen inaktiven Sta-
tus oder Apoptose der Zellen Geweberegeneration begunstigt (Omary et al., 2007).

Bei der Tumorentwicklung ist die Entstehung eines speziellen Mikromilieus von ent-
scheidender Bedeutung fur den malignen Phanotyp im Pankreas. Dazu zahlt die
Entwicklung eines fibrotischen Umbaus und Expression bestimmter Wachstumsfak-
toren. PSC wurden im Mikromilieu von Pankreaskarzinomen gefunden und scheinen
hier eine Rolle beim Tumorwachstum, bei der Metastasenbildung und der Erhéhung
von Resistenzmechanismen gegenuber Chemotherapie und Bestrahlung zu spielen
(Hwang et al., 2003; Muerkoester et al., 2004).

PDGF, TGF-B,, FGF-2

MMPs and TIMP ~——————————— '/1\

Proliferation -—— g Other cells
~¢— in the tumor <&—»

ECM deposition <e———— and/or pancreas

(collagens, y PaSC 3
Tumor cells

fibronectin, laminin)

> Cell growth

~———————— |nhibition of
apoptosis

Tumor desmoplasia, angiogenesis,
and tumor invasion

Abbildung 2-9 Einfluss von PSC auf Tumorinvasion und Desmoplasie.

Es existieren zunehmende Hinweise auf eine Zell-Zell-Interaktion von PSC, Tumorzellen und anderen
lokalen Zellen wie Azinuszellen, duktalen Zellen, Endothelzellen und Leukozyten. Dies tragt zu der aus-
gepragten Desmoplasie (Ausbildung einer kollagenen Stromakomponente) bei Pankreastumoren bei.
Dieser Dialog zwischen den Zellen begunstigt die Tumorinvasion und beeinflusst die Angiogenese.
(Omary et al., 2007)
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2.4 Plateled-derived Growth Factor (PDGF) und Plateled-derived Growth Fac-

tor Receptor (PDGF-R)

K
il

Abbildung 2-11 Schematische Darstellung
des PDGF-Rezeptors.

Bei Ligandenbindung formieren die a- und B-
Rezeptoren Homo- oder Heterodimere (aa, 33,
af). Der extrazelluldre Anteil besteht aus 5 Ig-
ahnlichen Doméanen. Die Liganden binden an
die dusseren 3 Domanen, wahrend die 4. Do-
mane an der direkten Rezeptor-Rezeptor-

extrazellular

intrazellular

Der
Growth Factor (PDGF) wurde 1974 durch

Ross et al. als ein Faktor aus Blutplatt-

Wachstumsfaktor Platelet-derived

chen beschrieben, der das Wachstum von
arteriellen, glatten Muskelzellen anregt,
und 1979 durch Heldin et al. vollstandig
aufgereinigt und teilweise charakterisiert
(Heldin, Westermark, & Wasteson, 1979;
Ross, Glomset, Kariya, & Harker, 1974).

Der PDGF wird von insgesamt vier Genen
kodiert (A, B, C, D). Die seit langeren be-
kannten Gene A und B formieren drei bio-
logisch aktive Formen (PDGF-AA, -BB, -
AB). Die Isoformen PDGF-CC und -DD

Interaktion beteiligt ist. Der intrazellulare Anteil
besteht aus Tyrosinkinasedomanen. (Heldin &
Westermark, 1999)

sind erst Anfang des 21.

Jahrhunderts

beschrieben worden und werden im Un-

terschied zu den anderen Isoformen in einer inaktiven Form sezerniert (Tallquist &

Kazlauskas, 2004).

Beim PDGF-Rezeptor handelt es sich um
eine Rezeptortyrosinkinase, die sich ent-
weder als Homo- oder Heterodimer aus
einer a- und einer B-Kette zusammensetzt
(PDGF-Raa / -BB / -aB) (Heldin &
Westermark, 1999). Der extrazellulare An-
besteht

ahnlichen Domanen, an die der entspre-

teil aus funf Immunglobulin-
chende Ligand bindet, wahrend es sich
beim intrazellularen Anteil um eine Tyro-

sinkinase-Domane handelt (siehe Abbil-

PDGFR u.|l PDGFR ISIS ‘

( PDGF-AB /
( PDGF-AA ) PDGF-BB | ‘\ PDGF DD )

PDGFR-uu

Abbildung 2-10 Affinitit der PDGF Isoformen
zu den PDGF-Rezeptoren.

PDGF-AA bindet nur an PDGF-Raa. PDGF-BB
bindet als einzige Isoform an alle Rezeptoren.
PDGF-AB bindet an PDGF-Raf. PDGF-CC an
—aa und PDGF-DD vor allem an —3f. (Tallquist
& Kazlauskas, 2004)

dung 2-11). Kinasen sind Proteinstrukturen, die die Fahigkeit zur Phosphorylierung

besitzen. Dabei kdnnen sie sowohl andere Proteine phosphorylieren als auch sich

selbst (Autophosphorylierung).
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Die Liganden binden mit unterschiedlicher Affinitat an die Rezeptoren. Dabei kann
PDGF-AA nur an PDGF-Raa binden wahrend PDGF-BB der einzige Ligand ist, der
an alle drei Rezeptoren bindet. Alle anderen Isoformen binden mit unterschiedlicher
Affinitat an die einzelnen Rezeptorkombinationen, siehe Abbildung 2-10 (Tallquist &
Kazlauskas, 2004). Bei Ligandenbindung kommt es zur Dimerisation der beiden Ket-
ten und Autophosphorylierung durch die Tyrosinkinase-Aktivitat der intrazellularen
Domane. Dies bewirkt eine Aktivierung weiterer intrazellularer Signalkaskaden, z.B.
uber die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) oder MAPK (Mitogen-Activated-Protein-
Kinases), und konsekutiver Genexpression (siehe Abbildungen Abbildung 2-12 und
Abbildung 2-13). Zu den uber das PDGF-System vermittelten Funktionen gehoren
Proliferation, Migration, Uberleben, Synthese extrazellularer Matrix (z.B. Kollagen),

Gewebe-Remodeling und Wundheilung (Borkham-Kamphorst & Weiskirchen, 2015).

13
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2.5 Der Signalweg liber Mitogen-Activated-Protein-Kinases (MAPK)

Ein wichtiger zellularer Signalweg fur die Reaktion auf extrazellulare Stimuli ist die
Signalkaskade uber Mitogen-Activated-Protein-Kinases (MAPK). MAPK spielen eine
zentrale Rolle bei der Zellproliferation, Zytokinproduktion, Uberleben und Apoptose
der Zellen (Chang & Karin, 2001). Die Familie der MAPK setzt sich aus einer Reihe
verschiedener Moleklile zusammen. Die Molekule ERK, JNK und p38-MAPK sind
dabei zentrale Elemente, um die Signale von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Stress-
faktoren, wie z.B. oxidativem Stress, in die Zelle weiterzuleiten. Ein wichtiger Signal-
weg fiir Proliferation sowie die Entscheidung tiber Apoptose oder Uberleben der Zel-
le ist die Kaskade Uber Raf-MEK-ERK1/2 (McCubrey et al., 2007). Dabei kommt es
durch ein extrazellulares PDGF

Signal, z.B. Bindung eines  Zelmembran

Liganden an eine Rezeptor- al P
J P - GTP RAS S0s PDGF-R
tyrosinkinase (z.B. PDGF $ b she o
an PDGFR), zur Formie-
RAF
rung eines Bindungskom-
plexes aus Shc, Grb2 und l
SOS. Dieser aktiviert Ras @ vEx12 @
durch Austausch von GDP l
gegen GTP, was nun Raf ERKA1

an die Zellmembran rekru-

tiert und phosphoryliert. Im

weiteren Verlauf werden
dann MEK1/2 und ERK1/2

aktiviert und schlieYlich

Elk1 Transkription

PYORSK (P
I:Q e Q oc-Myce
ranskription - [ [

Proliferation Hemmung von Apoptose

Abbildung 2-12 Uberblick iiber den Raf/MEK/ERK-Signalweg via PDGF-R.

Nach Bindung des Liganden PDGF (z.B. PDGF-BB) kommt es zur Rezeptordimerisierung von PDGF-R
(z.B. -aB). Durch Autophosphorylierung bindet dieser einen Komplex aus Shc, Grb, SOS. Dieser bindet
Ras. Die folgende Raf/MEK/ERK-Kaskade wird durch Ras induziert, welches Raf an die Zellmembran
rekrutiert und phosphoryliert. Es folgt die Signalweiterleitung tber MEK1/2 und ERK1/2, was schlieflich
zur Induktion von Transkriptionsfaktoren und Genexpression fuhrt. Zwei der wichtigsten Funktionen
dieses Signalweges sind die Proliferation von Zellen und Hemmung von Apoptose. PDGF: Platelet-
derived growth factor; PDGF-R: Platelet-derived growth factor receptor; Shc: Src Homology 2 Domain
Containing Transforming Protein; Grb: growth factor receptor bound protein; SOS: son of sevenless;
RAS: Rat sarcoma; GTP: Guanosintriphosphat; RAF: apidly accelerated fibrosarcoma; MEK1/2: Mito-
gen-activated protein kinase kinase; ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase; p90RSK: p90 Ribo-
somal S6 kinase; cMyc: c-"Myelocytomatose"; Elk1: ETS domain-containing protein Elk-1. Modifiziert
nach (McCubrey et al., 2007).
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Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-Myc oder EIlk, induziert (McCubrey et al., 2007).
Abbildung 2-12 zeigt einen Uberblick (iber die Prozesse bei Aktivierung dieses Weg-

es und der konsekutiven Steuerung von Proliferation und Uberleben der Zelle.
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2.6 Der Signalweg liber Phosphatidyl-Inositid-3-Kinase (PI3K)
Ein anderer wichtiger Sig-

nalweg Uber Rezeptortyro-  zeimembran ¢
sinkinasen (RTK) fuhrt Uber
die Aktivierung der PI3K

und die Proteinkinase B Eﬁ'é F:g’?
(PKB oder AKT). Dabei

o |P
PDK1 <4 @ 33 QTQPIPZQ PDGF-R

ECM-Produktion (?)

kommt es nach Aktivierung Caspase-9

(P
mTOR
der RTK zu einer Bindung a0 % ART < Q@
0 p53

von p8%5, der regulatori- Bim @

Hemmung von

PI3K, die dann p110, die Apoptose

katalytische Untereinheit

Zellzyklusregulation
und Proteinsynthese

schen Untereinheit von

0.0
von PI3K, rekrutiert. Die so CREB NF-kB

aktivierte PI3K konvertiert _
Phosphatidylinositol I@ Hemmung von

Apoptosegenen

Abbildung 2-13 Uberblick iiber den PI3K/AKT-Signalweg via PDGF-R.

Durch Autophosporylierung bindet dieser die regulatorische Untereinheit p85 von PI3K und diese
ihrerseits die katalytische Untereinheit p110 der PI3K. Damit wandert PI3K an die Zellmembran und
bildet PIP; aus PIP,, was zur Rekrutierung von PDK1 und Aktivierung von AKT durch Phosphorylie-
rung fuhrt. AKT fuhrt nun zahlreiche Aufgaben in der Zelle Gber verschiedene Signalwege durch. Dar-
gestellt sind jeweils die Endstrecken dieser entsprechenden Wege. Stimulatorische Signale sind
durch Linien dargestellt, inhibitorische Signale durch rote Linien, Zielproteine in , Transkrip-
tionsfaktoren in blau. Uber die Inhibition von Caspase-9, Bad und Bim werden Apoptosemechanismen
der Zelle unterbrochen. Die Transkriptionsfaktoren CREB und NF-kB dienen dem Zelliberleben und
zur Proliferation. Beta-catenin und Foxo-3 induzieren normalerweise pro-apoptotische Genexpression,
ihre Funktion wird durch AKT gehemmt. p53 bewirkt als sog. Tumorsuppressorgen einen Zellzyklusar-
rest. Seine Funktion wird durch AKT ebenfalls gehemmt, so dass der Zellzyklus voranschreitet. Der
mTOR-Komplex besitzt viele Funktionen, unter anderem die Proteinsynthese uber Produktion von
Ribosomen. Beschrieben ist auch, dass die Produktion extrazellularer Matrix tGber diesen Signalweg
beeinflusst wird, der Mechanismus dahinter ist jedoch nicht bekannt. PDGF: Platelet-derived growth
factor; PDGF-R: Platelet-derived growth factor receptor; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase ; PIPys):
Phosphatidylinositol Bi- (Tri-) Phosphat; PDK1: Phosphoinositol-dependent Kinase 1; AKT: Protein
kinase B; Bad: Bcl-2-Antagonist of Cell Death; Bim: Bcl-2-like protein 11; p53: tumor suppressor p53;
mTOR: Mechanistic target of rapamycin; CREB: cAMP response element-binding protein; NF-kB:
Nuclear factor-kappa B; Foxo3: Forkhead box O3. Modifiziert nach (Hers, Vincent, & Tavar, 2011;
McCubrey et al., 2007)ach Bindung des Liganden PDGF (z.B. PDGF-BB) kommt es zur Rezeptordi-
merisierung von PDGF-R (z.B. -af).

Biphosphat (PIP;) in Phosphatidylinositol Triphosphat (PIP3), welches die Phosphoi-
nositol-dependent Kinase 1 (PDK1) an die Zellmembran bindet. AKT wird nun Uber
PDK1 rekrutiert und an dem Tyrosinrest 308 (T308) sowie Serinrest 473 (S473)
phosphoryliert (McCubrey et al., 2007). Uber AKT werden Zellfunktionen wie Zell-

Uberleben, Zellzyklusprogression und Zellwachstum gesteuert. Zudem scheint AKT
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eine Rolle bei der Bildung extrazellularer Matrixbestandteile, wie Kollagen, und damit
der Fibroseentstehung zu spielen (Gu, Sun, Zhang, Wu, & Wei, 2015). Abbildung
2-13 zeigt einen Uberblick Uber den Signalweg und die Funktionen der PI3K/AKT-
Kaskade.

2.7 Imatinib mesylate H H
Imatinib mesylate (initial STI571) wurde als N_. N_ ~_ _N
erste zielgerichtete Therapie zur Behandlung : .N 0

der chronisch myeloischen Leukamie (CML)
entwickelt. Bei der CML kommt es durch re-

ziproke Translokation zwischen Chromosom ) .
Abbildung 2-14 Strukturformel von Imatinib

9 und 22 zu einer gekurzten Version von mesylate.

Dargestellt ist die endgultige Strukturformel
Chromosom 22. Dies ist als Philadelphia von Imatinib mesylate. Die Farben zeigen die
. chemischen Optimierungen an, die Imatinib
Chromosom bekannt und stellte die erste esyate seine Wirkung verleihen. Schwarz:
Phenylamino-Derivat, Kernstruktur der
Grundsubstanz. Blau: 3'-Pyridygruppe, Steige-
genetischen Veranderung und einer Tumo- rung der zelllulléli_ren Aktivifét. Rot: Amidgruppe,
bewirkt Aktivitdt gegenuber Tyrosinkinasen.
rerkrankung her. Die Konsequenz dieser Lila: Sog. ,flag methyl", beseitigt Aktivitat ge-
) ) . genliber Protein-Kinase C (Eigenschaft der
Translokation ist die Entstehung des BCR- Grundsubstanz). Griin: N-methyl-Piperazinrest,

erhoht Loslichkeit und orale Bioverfugbarkeit.

Verbindung zwischen einer spezifischen,

ABL Gens, welches fur ein Protein kodiert,
das eine erhdhte Tyrosinkinaseaktivitat aufweist. Darauf aufbauend wurde eine Sub-
stanz gesucht, die diese Funktion von BCR-ABL hemmen kann. Das Ergebnis dieser
Arbeiten, mit Erstzulassung 2001 fur die CML, war Imatinib mesylate, ein Tyrosin-
kinaseinhibitor (TKI) mit hoher Affinitat zu den drei Tyrosinkinasen Bcr-Abl, c-Kit und
dem PDGF-Rezeptor (Capdeville, Buchdunger, Zimmermann, & Matter, 2002), siehe
Abbildung 2-15.

Die Inhibition mehrerer Tyrosinkinasen hat im Laufe der Zeit dazu gefuhrt, dass auch
das Ansprechen anderer Erkrankungen auf Imatinib mesylate getestet wurde. So hat
zum Beispiel die Reaktivitat gegenuber c-Kit zur Zulassung der Behandlung Gastro-
intestinaler Stromatumore (GIST) gefuhrt (Blanke et al., 2008).

Aufgrund der Wirksamkeit von Imatinib mesylate gegenuber dem PDGF-Rezeptor
bestehen nicht nur Therapieoptionen bezuglich maligner Grunderkrankungen. Einer-
seits konnte bei in vitro Versuchen zwar auch an myeloischen Leukamiezelllinien und
Pankreaskarzinomzelllinien gezeigt werden, dass es zu einer, uber den PDGF-R

vermittelten, Inhibition der Proliferation durch Imatinib mesylate kommt (Buchdunger
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et al., 2000; Hwang et al., 2003). Andererseits wurde fur Imatinib mesylate jedoch
eine positive Beeinflussung bei der Entwicklung einer Fibrose in Lunge, Haut, Niere
und Leber beschrieben (Aono et al., 2005; Distler et al., 2007; Wang, Wilkes, Leof, &
Hirschberg, 2005; Yoshiji et al., 2005).

Inhibition of cellular kinases by STI571 Kinase A
110 Ber-Abl 0,25
1007 PDGF-R 01
90 -
80 - VEGF-R >100
. 701 e :fk’i'ta"' Insulin-R >100
$ IGF-1R >100
g 601 ——PDGFR
£ 501 —O0— VEGFR
£ 40 ——Ins-R
S 30 ——IGF-1R
g— 20 4
10 1
0
-10 1
-20
0.001 0.01 0.1 1 10
STI571 (¥M)

Abbildung 2-15 Affinitat von Imatinib mesylate zu verschiedenen Tyrosinkinasen.

Gemessen wurde die Inhibition der Phosphorylierung, wiedergegeben in Prozent und 1Cs. Flr Ber-
Abl, c-Kit und PDGF-R besteht eine hohe Inhibition bei bereits niedriger Dosierung. Im Gegensatz
dazu besteht fir VEGF-R, Insulin-R und IGF-1R eine sehr niedrige Affinitat. STI571: Imatinib mesyla-
te; Ber-Abl: Fusionsprotein aus (9:22) Translokation; c-Kit: Tyrosine-orotein kinase KIT; PDGF-R: Pla-
telet-derived growth factor receptor; VEGF-R: Vascular endothelial growth factor receptor; Ins-
R/Insulin-R: Insulinreceptor; IGF-1R: Insulin-like growth factor 1 receptor; ICsy: Konzentration bei der
eine 50%ige Abnahme der Tyrosinkinaseaktivitat vorlag. Graph aus Prasentation von Novartis Interna-
tional AG, Daten aus (Buchdunger et al., 2000; Druker et al., 1996).
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fur alle durchgefuhrten Experimente wurden gesunde, mannliche Spraque Dawley
Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von
150-250g verwendet. Die Tiere wurden in einer Temperatur-kontrollierten Umgebung
der interdisziplindren Forschungseinrichtung des Universitatsklinikum Hamburg Ep-
pendorf (UKE) unter einem 12-stindigen Tag-/Nacht-Zyklus gehalten und hatten
freien Zugang zu Wasser und Futter. Die Versorgung der Ratten wurde durch die

Versuchstierhaltung des UKE gewahrleistet.

3.2 Zellisolation

Die Isolation der Pancreatic Stellate Cells (PSC) erfolgte in Anpassung an hiesige
Bedingungen, entsprechend dem zuvor beschriebenen Vorgehen (M V Apte et al.,
1998; Bachem et al., 1998; Jaster et al., 2002).

3.2.1 Operation und intraduktaler Organverdau

Zur Isolation der Pancreatic Stellate Cells (PSC) wurden pro Isolation jeweils zwei
Ratten verwendet. Die Versuchstiere wurden mittels Diethylether (puriss. >99,5%,
Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) anasthesiert und anschlieend durch Genick-
bruch getotet. Im Anschluss wurde eine mediale Laparotomie durchgefuhrt und das
Pankreas sowie die Milz und das Ligamentum hepatoduodenale dargestellt. Letzte-
res wurde mittels einer Pean-Klemme fixiert, um einen spateren Verlust der Verdau-
ungsenzyme in die Leber zu vermeiden. Dann wurde die Milz und der Pankreas-
schwanz frei prapariert und anschlieRend die Papilla Vateri aufgesucht. Diese wurde
mittels einer 24G Venenverweilkanile (Medex Medical Ltd., Haslingden, GroRbritan-
nien) sondiert und es erfolgte die Injektion von 8ml der in Tabelle 3-1 aufgeflhrten

Verdauungsenzymldsung.
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Verdauungsenzymlésung

37 ml Hank's balanced salt solution plus

Substanz Menge Hersteller

Collagenase P 800mg/! I\R/I(;ﬂ;\ieim, DeDuifs%Ecl)aSr:igS,
Protease Typ XIV 400mg/ f:)%?;al\?:géggn usa
ORAse | 200mg/l I\R/I(;ﬂ;\ieim, DeDuifs%Ecl)aSr:igS,

Tabelle 3-1 Zusammensetzung Verdauungsenzymlésung

Waschpuffer

Substanz Menge Hersteller

Hank's balanced salt solution 50ml Invitrogen, Karlsruhe,

(HBSS) Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS) 4% :;wtrogen, Karlsruhe,
eutschland

Tabelle 3-2 Zusammensetzung Waschpuffer fiir die Zellisolation

Das nun mit Enzymlésung gefullte Organ wurde vorsichtig reseziert und in eine Pet-
rischale Uberfuhrt, mechanisch zerkleinert und fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur
weiteren mechanischen Zerkleinerung wurde anschlie®end steril unter der Zellkultur-
bank mittels Pipette resuspendiert, die restliche Enzymlésung hinzugegeben und fur
weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen bei Raumtempe-
ratur 5 Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und in Waschpuffer (siehe Tabelle 3-2) resuspendiert. Diese Suspension
wurde nun durch ein Sieb mit einer Maschenbreite von 150pm (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) gefiltert und das Sieb mehrmals mit Waschpuffer gewaschen und erneut

unter oben genannten Bedingungen zentrifugiert.

3.2.2 Dichtegradientenzentrifugation

Fir den Dichtegradienten wurde nun die Losung mit dem verdauten Organ mit 8 ml
einer Histodenz-Losung vermischt und in eine Spritze aufgezogen. Die Histodenz-
Losung bestand aus selbst angesetztem Phosphat-buffered saline (PBS, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland, 1,39g/L Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 0,289
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat) mit einem pH von 7,25 und 30% Histodenz
(Sigma-Aldrich, St- Louis, USA). Jetzt wurden 7ml HBSS plus 4% FKS mit der Org-
anlésung unterschichtet und 20 Minuten bei 4°C mit 2900 Umdrehungen zentrifu-

giert. Im Anschluss wurde die Grenzflache der beiden Phasen abgenommen und in
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Zellkulturmedium aufgenommen (17% Iscove-Medium, siehe 3.3 Zellkultur). Das
Medium bestand aus Iscove-Medium (Biochrome, Berlin, Deutschland) 17% FKS,
1% Penicillin/Streptomycin und nicht-essenziellen Aminosauren (NEAS, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mittels Zentrifugation,
anschliel3end konnten die Zellen ausgesat werden.

Alle Zentrifugationsschritte wurden mit der Eppendorf Zentrifuge 5810R von Eppen-
dorf AG, Hamburg, Deutschland, durchgefuhrt und es wurde der 16,1 cm Aus-

schwingrotor benutzt.

3.3 Zellkultur

Die Pancreatic Stellate Cells (PSC) wurden nach der Isolation in 6-Well-Platten
(Nunc™, Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) unter sterilen Bedin-
gungen fur drei Tage in 17%igem, dann bis zum Beginn der Experimente in
10%igem Iscove-Medium (jeweils 17 bzw. 10% FKS) bei 37°C unter 5% CO; in Kul-
tur gehalten. Die genaue Zusammensetzung der Zellkulturmedien ist in Tabelle 3-3
einzusehen. Die ersten zwei Tage wurde zweimal mit Phosphat-buffered saline
(PBS) gewaschen und anschlieend frisches Medium auf die Zellen gegeben. Der
weitere Verlauf bzgl. des Wechsels des Zellkulturmediums und die Passage der Zel-
len war abhangig von dem jeweiligen Versuch und ist in den entsprechenden Kapi-

teln angeben.

Zellkulturmedien

Substanz Menge Hersteller
Iscove-Medium 500ml abzuglich | Biochrom, Berlin,
Ubriger Volumina | Deutschland
Fetal-calf serum (FCS) 17%, 10%, 0,0% | mvirogen, — Karisruhe,
Deutschland
. , Invitrogen Karlsruhe
o ’ )
Penicillin / Streptomycin 1% Deutschland
Nicht-essenzielle Aminosauren 1% Invitrogen, Karlsruhe,
(NEAS) ° Deutschland

Tabelle 3-3 Zusammensetzung Zellkulturmedien

3.3.1 Bestimmung der Vitalitat und Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung
Zur Bestimmung der Quantitat und Vitalitat der Zellen wurde eine Trypanblau-

Farbung in einer Neubauerkammer durchgefuhrt.
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Bei der Trypanblau-Farbung handelt es sich um eine einfache und schnelle Farbung
zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen sowie deren konsekutiver
Zahlung. Trypanblau ist ein Vertreter der Gruppe der Azofarbstoffe, dessen Anion an
Zellproteine bindet. Es handelt sich dabei um eine Ausschlussfarbung, denn der
Farbstoff dringt selektiv nur in tote Zellen ein, da deren Zellmembran fur den Farb-
stoff mit einer molaren Masse von M = 960,8 g/mol durchlassig geworden ist. Memb-
ranen von lebenden Zellen kdnnen hingegen nicht durchdrungen werden. Die toten
Zellen werden tiefblau angefarbt (Schmitz, 2007).

Gezahlt wurden die lebenden Zellen nach Farbung in einer Variante eines Hamocy-
tometers, der sogenannten Neubauerkammer (Brand GmbH und Co KG, Wertheim,
Deutschland). Hierbei handelt es sich um eine Glaskammer mit einer definierten Tie-
fe und einer graduierten Unterteilung der Bodenflache, dem sogenannten Zahlnetz.
Die Anzahl der gezahlten Zellen erlaubt so, unter Bezug auf das bekannte Kammer-
volumen (Kammerfaktor) und den Verdunnungsfaktor der Probe, die Bestimmung der
Zellzahl pro Volumeneinheit (ml) (Schmitz, 2007).

Zur Durchfuhrung der Farbung und Zahlung wurde zunachst die mit 70%igem Alko-
hol gereinigte Neubauerkammer angehaucht und mit einem Deckglas bedeckt, so
dass zwischen Deckglas und Auflageflachen an den Seiten feine farbige Ringe
(Newtonsche Ringe) entstanden. Zwischen Deckglas und Zahlnetz entstand so ein
feiner Spalt. Dann wurden 10yl der Zellsuspension (in PBS oder Zellkulturmedium)
mit 10ul Trypanblau-Lésung (0,4% Trypanblau, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA) gemischt und gut resuspendiert. Anschliel3end wurden 10ul der Suspension in
den Spalt unter das Deckglas gegeben, so dass unter Kapillarwirkung ein gleichma-
Riger Film Uber dem Zahlnetz entstand. Die Zellen wurden nun nach folgendem

Schema unter dem Mikroskop (4x zur Orientierung, 40x zum Zahlen) ausgezahlt:

1mm

=1

ma
|
'S

7.1 I i

Abbildung 3-1 Graphische Darstellung der Zellzédhlung.
Gezahlt wurden die vier rot markierten Quadrate jeweils nach dem links oben dargestellten Ablauf.
(modifiziert nach Brand GmbH und Co KG, Wertheim, Deutschland)
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Die vier rot markierten Quadrate wurden nach dem links oben exemplarisch darge-
stellten Schema ausgezahlt. Die Zellzahl wurde dann nach der folgenden Formel

berechnet:
Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRquadrate) x 2 x 10*

Dabei stellt 2 den Verdunnungsfaktor nach vorheriger Verdinnung mit Trypanblau
dar und 10* den Kammerfaktor (Umrechnung vom EinschluRvolumen auf 1ml).

Hierbei ergaben sich Zellausbeuten von 500.000 bis zu 900.000 Zellen aus jeweils
zwei Versuchstieren zu den fur die einzelnen Versuche genannten Zeitpunkten der

Zellernte.

3.3.2 Zellpassage

Kommt es zu nahezu 100%iger Konfluenz der Zellen in ihrem Zellkulturgefal3, er-
lischt durch Mechanismen wie z.B. direkter Zell-Zell-Kontakt und parakrine Stimulati-
on/Inhibition, deren Proliferation. Sind jedoch groRere Zellzahlen fur die Versuche
von Noten oder mochte man die Zellen nur in Kultur halten, kdnnen die Zellen von
ihrem Zellkulturgefald gelost werden, in Medium resuspendiert und wieder in neuen
ZellkulturgefalRen auf grolRerer Flache ausgesat werden. Diesen Vorgang versteht
man unter Zellpassage, welcher folgendermaf3en durchgefuhrt wurde:

Zunachst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach
Absaugen des PBS wurden die Zellen mit 500ul (6-well Zellkulturplatte) 0,05%
Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fur 3 Minuten bei 37°C inkubiert.
Die Zellen wurden dann mechanisch (vorsichtiges Klopfen) von der Kulturplatte ge-
I6st, in Medium aufgenommen und in ein steriles 50ml Reaktionsgefall (Becton, Di-
ckinson and Company (BD), Franklin Lakes, New Jersey, USA) Uberfuhrt. Anschlie-
Rend wurde fur 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute (Zentrifuge siehe Dich-
tegradientenzentrifugation) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen
in neuem Medium resuspendiert, Vitalitat und Zellzahl (siehe Bestimmung der Vitali-
tat und Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung) bestimmt und schlieBlich in neue Zell-
kulturgefalie Uberfuhrt.
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3.4 Stimulantien und Inhibitoren

3.4.1 Platelet-derived growth factor (PDGF)

Der verwendete Platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB, Santa Cruz Biotechno-
logy, Heidelberg, Deutschland) lag bei Lieferung als lyophilisiertes Pulver vor. Die
Gesamtmenge betrug 50ug. Daraus wurde zunachst eine Stammlésung mit sterilem
PBS (Invitrogen, Karlsruhe. Deutschland) hergestellt. Die Endkonzentration der
Stammldsung betrug 25ug in 100pl. Zur Vermeidung von rezidivierenden Auftaupro-
zessen und damit zusammenhangendem Proteinverlust wurde die Stammlosung in
Aliquots abgefullt und bei -20°C gelagert.

Vor Gebrauch wurden die Aliquots erneut 1:10 mit PBS verdinnt, um, bei den an-
sonsten sehr geringen Volumina, einem Fehler beim Pipettieren vorzubeugen. Die
Endkonzentration des schlieRlich verwendeten PDGF-BB lag somit bei 25ng/ul.

Die eingesetzten Volumina wurden fur die einzelnen Experimente in Zellkulturmedi-
um verdunnt. Die Konzentration hing dabei vom jeweiligen Versuch ab und wird in
den entsprechenden Kapiteln beschrieben. Zum Einsatz der entsprechenden Volu-
mina fur die verschiedenen Endkonzentrationen siehe Tabelle 3-4. Alle Schritte wah-
rend der Bearbeitung von PDGF-BB und die konsekutiven Zellkulturversuche wurden

unter sterilen Kautelen unter einer Sicherheitswerkbank fur Zellkultur durchgefuhrt.

PDGF-BB

Einsatz von 25ng/pl Stamml6sung fur entsprechende Konzentration

Volumen Stammldsung in pl | Volumen Medium in pyl || Endkonzentration in ng/ml

0,4 1 10

1 1 25

Tabelle 3-4 Pipettierschema zur Herstellung der PDGF-BB Konzentrationen aus der hergestell-
ten Stammlésung

3.4.2 Imatinib-Mesylate

Imatinib Mesylate wurde uns von der Novartis International AG zur Verfugung ge-
stellt. Die Lagerung des lyophilisierten Pulvers erfolgte lichtgeschutzt bei 4°C. Die
molekulare Masse von Imatinib Mesylate betragt M=589,7g/mol. Zur Verwendung
des Medikamentes in den Zellkulturversuchen erfolgte die Herstellung von 50ml einer

1mM Stammldsung unter Zuhilfenahme folgender Formel:

m=c*M*V

24




Material und Methoden

Dabei ist m die einzuwiegende Masse von Imatinib Mesylate, ¢ die Stoffmengenkon-
zentration der endgultigen Losung, M die molare Masse von Imatinib Mesylate und V

das angestrebte Volumen der Losung. Umgesetzt bedeutete dies:
m = 10" mol/l * 589,7 g/mol * 0,05| = 0,029485 g

Aufgrund des niedrigen Gewichtes erfolgte das Abwiegen auf einer von allen Seiten
geschlossenen Feinwaage mit vier Nachkommastellen. Das endgultig eingewogene
Imatinib Mesylate betrug somit 0,0295 g. Dieses wurde im Anschluss mit 50ml steri-
lem, destilliertem Wasser (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) langsam auf einem
Vortex-Mixer (IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) gelost und an-
schlielend bei 4°C gelagert. Die eingesetzten Volumina wurden schlieBlich fur die
einzelnen Experimente in Zellkulturmedium verdunnt. Die Konzentration hing dabei
vom jeweiligen Versuch ab und wird in den entsprechenden Kapiteln beschrieben.
Zum Einsatz der entsprechenden Volumina flr die verschiedenen Endkonzentratio-
nen siehe Tabelle 3-5. Alle Schritte wahrend der Bearbeitung von Imatinib Mesylate
und die konsekutiven Zellkulturversuche wurden unter sterilen Kautelen unter einer

Sicherheitswerkbank fur Zellkultur durchgefuhrt.

Imatinib mesylate

Einsatz von 1mM Stammlésung fur enstprechende Konzentration

Volumen Stammldsung in yl | Volumen Medium in yl | Endkonzentration in uyM
0,1 1 0,1

1 1 1

7 1 7

10 1 10

100 1 100

Tabelle 3-5 Pipettierschema zur Herstellung der Imatinib mesylate Konzentrationen aus der
hergestellten Stammlésung

3.5 Western Blot

3.5.1 Versuchsaufbau

Aufgrund der Vielzahl der Experimente, bei denen der Western Blot zum Einsatz
kam, soll hier der Versuchsaufbau der einzelnen Experimente kurz beschrieben wer-
den.

Fir alle Versuche wurden die Zellen bei 90 - 100% Konfluenz einmalig passagiert,
gezahlt und zu gleichen Teilen in 6-Well-Platten ausgesat. Bei etwa 80 - 90% Kon-
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fluenz (zumeist nach zwei Tagen) wurde das Medium auf serumfreies Medium ge-
wechselt und fur 24 Stunden belassen. Serumfreies Medium bedeutet, dass kein Fe-
tales Kalberserum (FKS) enthalten war, die Aminosauren und Antibiotika jedoch so
belassen wurden. Im Anschluss wurden in neuem serumfreiem Medium die Stimu-
lantien und Inhibitoren in ihrer entsprechenden Konzentration hinzugefugt und ent-
sprechend der einzelnen Experimente inkubiert. Die Behandlungen wurden durch
Waschen mit kaltem PBS und anschlieRender Zugabe von Lysepuffer (siehe 3.5.2.1)
gestoppt.

3.5.1.1 Dosisfindung PDGF-BB

Um herauszufinden bei welcher Konzentration PDGF-BB, unter den vorhandenen
Versuchsbedingungen, seine groRte Wirkung erzielt, wurden zwei verschiedene
Konzentrationen verwendet (10ng/ml und 25ng/ml). Als Kontrolle wurde ein Well
nicht stimuliert. Die Stimulationszeit betrug 5 Minuten. Die Wahl dieser Konzentratio-
nen und der Zeit beruhte auf verschiedenen Literaturangaben, bei denen PDGF-BB
verwendet wurde (Hu et al., 2007; Jaster et al., 2002). Zur Bestimmung der Wirkung
PDGF-BB wurde im Western Blot eine Untersuchung auf pPDGFR-beta Tyr751,
pERK 1/2, und pAKT Ser 473 durchgeflhrt und deren Expression im Vergleich zu

Actin (Beladungskontrolle) ermittelt.

3.5.1.2 Stimulationszeit PDGF-BB

Die in der Dosisfindung festgelegte Konzentration an PDGF-BB (25ng/ml) wurde den
Zellen zugefugt und jeweils fur 2, 5, 10, 15 und 30 Minuten bei 37°C im Zellkultur-
schrank inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Well nicht stimuliert.

Zur Bestimmung der zeitlichen Wirkung des PDGF-B wurde im Western Blot eine
Untersuchung auf pPDGFR-beta Tyr751, pERK 1/2, und pAKT Ser 473 durchgefuhrt

und deren Expression im Vergleich zu Actin (Beladungskontrolle) ermittelt.

3.5.1.3 Imatinib mesylate

Zunachst wurden die Zellen fur 4 Stunden mit Imatinib mesylate (0,1uM, 1uM, 10uM,
20uM) in serumfreiem Medium inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Well nicht behan-
delt. Ein Well wurde ebenfalls ausgelassen, um im nachsten Schritt nur mit PDGF-

BB behandelt zu werden. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von PDGF-BB (25ng/ml,
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5 Minuten) in alle Wells aulRer der Kontrolle. Zur Bestimmung der Wirksamkeit der
Behandlung wurde im Western Blot eine Untersuchung auf pPDGFR-beta Tyr751,
pERK 1/2, und pAKT Ser 473 durchgefihrt und deren Expression im Vergleich zu

Actin (Beladungskontrolle) ermittelt.

3.5.1.4 Nachweis von Kollagen Typ |

Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit PDGF-BB 25ng/ml, 7uM Imatinib mesylate,
7uM Imatinib mesylate plus PDGF-BB 25ng/ml oder ohne Zugabe von Stimulan-
tien/Inhibitoren (Kontrolle) behandelt. Nach 12 Stunden wurde das Medium unter
gleichen Bedingungen gewechselt. Zur Bestimmung des Effektes auf die Kollagen-
produktion wurde im Western Blot die Expression von Kollagen Typ | im Vergleich zu

Actin (Beladungskontrolle) untersucht.

3.5.1.5 Bestimmung von Apoptose

Die Zellen wurden fur 48 Stunden mit PDGF-BB 25ng/ml, 7uM Imatinib mesylate plus
PDGF-BB 25ng/ml, 10uM Imatinib mesylate plus PDGF-BB 25ng/ml, 20uM Imatinib
mesylate plus PDGF-BB 25ng/ml, Cisplatin 100pM (Positivkontrolle) oder ohne Zu-
gabe von Stimulantien/Inhibitoren (Negativkontrolle) behandelt. Nach 12 Stunden
wurde das Medium unter gleichen Bedingungen gewechselt. Die Bestimmung der
Apoptoseinduktion durch die Behandlungen erfolgte im Western Blot durch Darstel-
lung der Spaltung, und damit Aktivierung, von Caspase-3 in ein 35 kDa Fragment

(vollstandige Lange) und das grofde Spaltprodukt p17 (17kDa).

3.5.2 Proteinisolation

3.5.2.1 Herstellung des Lysepuffers

Fir die Lyse der Zellen und konsekutive Proteinernte erfolgte die Herstellung eines
Lysepuffers. Hierzu wurde zunachst ein Basispuffer mit destilliertem Wasser, HEPES
(4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) und Natriumchlorid (NaCl) her-
gestellt, der im Anschluss auf einen pH von 7,4 eingestellt wurde. Dieser Grundlo-
sung wurden dann Triton-X-100, Natriumfluorid, Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

und Glycerol zugegeben. Die fertige Losung wurde dann bei 4°C gelagert.

27



Material und Methoden

Aufgrund ihrer Instabilitat erfolgte die Zugabe der einzelnen Proteaseinhibitoren erst
kurz vor Beginn der Zelllyse. Der fertige Lysepuffer wurde dann auf Eis gelagert und
fur nicht mehr als 4 Stunden verwendet. Eine genaue Auflistung der Mengen und

Hersteller fur die einzelnen Substanzen befindet sich in folgender Tabelle 3-6).

Basispuffer (Mengenangaben fiir einen Liter)

Reagenzien Menge Hersteller
HEPES 11,91g Slggla—Aldrlch, St. Louis,
Natriumchlorid 8,779 \lil.i-gderlziic(lir, Deventer,
Triton X-100 1% Moo, g e
Natriumfluorid 50mM Sgg‘a_Ald”Ch’ St. Louis,
Boehringer-Ingelheim,
EDTA 2mM Ingelheim, Deutschland
Glycerol 10% Slggla—Aldrlch, St. Louis,
Zugaben zum Basispuffer vor Lyse
Reagenzien Menge Hersteller
Benzamidin 1% Slggla—Aldrlch, St. Louis,
Natriumorthovanadat 1% Sgg‘a'Ald”Ch’ St. Louis,
PMSF 1% Slggla—Aldrlch, St. Louis,
Leupeptin 0.1% Slggla—Aldrlch, St. Louis,
Aprotinin 0.2% Slggla—Aldrlch, St. Louis,

Tabelle 3-6 Zusammensetzung Lysepuffer

3.5.2.2 Chemische Zelllyse

Die Zellen wurden bei etwa 90% Konfluenz nach maximal zwei Passagen geerntet.
Hierzu erfolgte zunachst das Absaugen des Zellkulturmediums. Daran anschlieRend
wurde ein Waschschritt mit Phosphat-buffered saline (PBS), das zuvor bei 4°C auf-
bewahrt und wahrend der gesamten Prozedur auf Eis gelagert wurde, durchgefuhrt.
Das PBS wurde dann ebenfalls vollstandig abgesaugt. Daraufhin wurden in jedes
Well 50ul eines selbst angesetzten Lysepuffers (siehe Tabelle 3-6) gegeben, mit ei-
nem Zellschaber (Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland) geldst und anschliefend in

1,5ml Mikroreaktionsgefalen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert. Fur
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jede Probe wurden zu Erhéhung der Proteinausbeute jeweils 2 Wells einer 6-Well-

Platte zusammengefuhrt.

3.5.2.3 Physikalische Zelllyse

In einem weiteren Schritt wurde die chemische Zelllyse noch um einen physikali-
schen Schritt, mittels Ultraschallwellen, erganzt. Hierzu wurde ein Ultraschallgerat
(Sonopuls HD 2070, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) mit
einer dinnen Spitze direkt in die Gefalle mit den 100ul grof3en Proben aus der che-
mischen Zelllyse eingebracht und fur 5 Sekunden mit 25%iger Leistung des Gerates
beschallt.

Schliel3lich wurden die Proben fur 10 Minuten bei 13000 Umdrehungen pro Minute
bei 4°C zentrifugiert (5415R, Eppendorf, Hamburg Deutschland). Am Boden der Ge-
fale bestand nun ein Pellet aus Zellresten. Der proteinreiche Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefal uberfuhrt und konnte nun direkt weiter verwendet oder, einge-

froren bei -20°C, gelagert werden.

3.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Sicherstellung von gleichen Mengen fur den Proteineinsatz im Western Blot er-
folgte aus den Zelllysaten eine Proteinbestimmung. Hierzu wurde das BCA-Assay-Kit
(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine
von Smith et al. beschriebene Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Farbum-
schlagsmethode. Im ersten Schritt dieser Methode kommt es durch das Vorliegen
von Proteinen in einer alkalischen Losung zu einer Reduktion von CU2+ zu Cu1+.
Die Proteine bilden dann einen Chelatkomplex mit Kupfer und es kommt zu einem
blaulichen Farbumschlag. Diese Reaktion wird Biuret-Reaktion bezeichnet. Das blau-
liche Produkt absorbiert Licht bei einer Wellenlange von 540nm und kann bereits zur
Proteinquantifizierung genutzt werden. Hierzu werden jedoch gro3e Mengen an Pro-
tein bendtigt, so dass in einem zweiten Schritt Bicinchoninsaure (BCA) verwendet
wird um die Sensitivitat der Methode zu erhdhen. BCA bildet einen Komplex mit dem
in Schritt 1 entstandenen CU1+, so dass ein violetter Farbumschlag entsteht, der
zwischen 550 und 570nm gemessen werden kann (siehe Abbildung 3-2). Fur die
durchgefuhrten Versuche wurde eine Wellenlange von 562nm verwendet, da es

hierbei zur starksten linearen Absorption kommt, die proportional zur Proteinkonzent-
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ration ist (Smith et al., 1985). Durch Verwendung der BCA-Reaktion besteht eine et-
wa 100-fach hohere Sensitivitat als in der Biuret-Reaktion, so dass die eingesetzte

Proteinmenge reduziert werden konnte.

Schritt 1
Protein + Cu'?2 — 2=, Cy"

Schritt 2 oc{(On, w()-coo
Cu''+BCA ———> cw
-00¢ O N ‘~Q 00"

BCA — Cu"' complex

Abbildung 3-2 Darstellung BCA-Reaktion

Reduktion von Cu2+ zu Cu1+ durch Chelatkomplexbildung mit Proteinen in alkalischer Lésung und
konsekutivem blaulichen Farbumschlag (Biuret-Reaktion, Schritt 1) sowie der Komplexbildung von
Cu1+ mit BCA (Schritt 2), was einen violetten Farbumschlag bewirkt, modifiziert nach (Smith et al.,
1985).

Fir die Durchfuhrung der Proteinbestimmung wurden vom Hersteller zwei Reagenzi-
en geliefert (Reagenz A und Reagenz B), die in einem Verhaltnis von 50(A):1(B) zu-
nachst ineinander gegeben und dann kurz auf einem Vortexgerat gemischt wurden.
Als nachstes erfolgte die Vorbereitung einer 96-Well-Platte (Nunc™, Thermo Fisher
Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) mit jeweils 10ul Volumen pro Well. Zunachst

wurde eine Standardreihe nach folgendem Muster pipettiert:

Standartreihe BCA-Assay-Kit

BSA (2mg/ml) in pl H20 dest. in pl Konzentration in pg/ml
0 10 0

25 7,5 500

5 5 1000

7,5 2,5 1500

10 0 2000

BSA = bovine serum albumin
H20O dest. = destilliertes Wasser

Tabelle 3-7 Pipettierschema fiir die BSA-Standardreihe im BCA-Assay

Im Anschluss wurden die Zelllysate in einem Verhaltnis von 1:1 mit destilliertem
Wasser pipettiert (5ul H20 / 5ul Lysat). Alle Proben (Standard und Lysate) wurden in
Doppelbestimmungen pipettiert. Dann erfolgte die Zugabe von 200ul des Gemisches
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aus Reagenz A und B. Die so praparierte 96-Well-Platte wurde abgedeckt und fur 30
Minuten bei 37°C in einem Warmeschrank inkubiert. Schlie3lich konnte die eigentli-
che Proteinbestimmung durchgefuhrt werden. Hierzu wurde der Deckel abgenom-
men und die Platte in einem Mikroplattenlesegerat (EIx808, Absorbance Microplate
Reader, Bio Tek Instruments Inc., VT, USA) ausgelesen. Zur Analyse der Daten
wurde das Programm KC4 Kinecalc for Windows Version 3.4 (Bio Tek Instruments
Inc., VT, USA) verwendet. Dazu erfolgte zunachst die Eingabe des Layouts auf der
Platte, der Verdinnungen und des Standards. Dann wurde die Platte im Lesegerat
fur 3 Sekunden geschuttelt, um die Losungen in den Wells moglichst homogen zu
machen. Schliel3lich erfolgte die Auslesung bei 562nm.

Aus den jeweiligen Doppelbestimmungen wurden durch das Programm bereits eine
Standardkurve und ein Mittelwert fur die Proteinkonzentration der einzelnen Proben

errechnet. Die Ausgabe der Proteinkonzentration war als pg/ml angegeben.

3.5.4 Probenvorbereitung

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration konnten die Proben fur die Gel-
Elektrophorese vorbereitet werden. Hierzu erfolgte, in Abhangigkeit von der Protein-
ausbeute, der Einsatz von immer der gleichen Menge Protein pro Probe (z.B. 20ug)
in ein 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefal® (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Die
Proteinlosung wurde dann mit Laemmli-Puffer in einem Verhaltnis von 1 (Laemmli) :
5 (Protein) verdinnt, so dass schlieBlich eine einfache Konzentration der funffach
konzentrierten Grundldsung des Laemmli-Puffers vorlag. Die Zusammensetzung des
Laemmli-Puffers ist in Tabelle 3-8 einzusehen.

Der Laemmli-Puffer dient dazu die Sekundar-, Tertidr- und Quartarstrukturen der
Proteine aufzubrechen, um so moglichst nur die Primarstruktur vorliegen zu haben.
Dadurch wird die Detektierbarkeit der Proteine deutlich erhoht. SDS bewirkt eine De-
naturierung der Proteine und schafft eine negative Gesamtladung, so dass eine
Trennung nach GroRe ermoglicht wird. DTT (Dithiothreitol) dient zur Aufspaltung der
Disulfidbrucken. Das Glycerol hat die Aufgabe, die Dichte des Gemisches zu erho-
hen und so eine leichtere Eingabe in die einzelnen Geltaschen zu ermoglichen.
Bromphenolblau lauft wahrend der Elektrophorese vor den Proteinen und dient ledig-

lich als optische Markierung (Laemmli, 1970).
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Die Losung aus Laemmli-Puffer und Proteinprobe wurde schlieBlich fur 5 Minuten bei
95°C im Heizblock in einem abschliellenden Denaturierungsschritt erhitzt und dann

bis zur Verwendung in der Elektrophorese auf Eis gestellt.

Laemmli-Puffer (5x)

Substanz Menge | Endkonzentration | Hersteller

Trisbase 1,59  |250mM

DTT (Dithiothreitol) 3,86g |0,5M : : .
Bromphenolblau 250mg | 0.50% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Glycerol 25ml |50%

SDS  (Natriumdode- 50 10% Bio-Rad Laboratories, Inc., CA,
cylsulfat) -9 ° USA

Auf eine Gesamtmenge von 50ml mit destilliertem Wasser auffullen

Tabelle 3-8 Zusammensetzung des 5-fach konzentrierten Laemmli-Puffer

3.5.5 Natriumdodecylsulfat-Polacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinauftrennung erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970).
Bei dieser Methode werden die unter 3.5.4 vorbereiteten Proben in ein Polyac-
rylamidgel geladen und anschlieRend in einem elektrischen Feld entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. Grundlage hierflr ist, dass sich das negativ gelade-
ne SDS an die hydrophoben Regionen der Proteine anlegt und ihnen so eine stark
negative Ladung verleiht, die ihre Eigenladung Uberlagert. Dadurch ist ihre Wande-
rungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld lediglich von ihrem Molekulargewicht ab-
hangig. Gleichzeitig wird mit den Proben ein Marker fur den Protein-Standard (ver-
wendet wurde: Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad Laboratories,
Inc., CA, USA) wahrend der Elektrophorese benutzt. Anhand dessen kann dann,
nach Abschluss der elektrophoretischen Trennung, die entsprechende Grolie der
Proteine abgelesen werden.

Die Gelkammern, Gelhalterungen sowie die Elektrophoresekammer als auch das
dazu passende Netzteil wurden von der Firma Bio-Rad Laboratories Inc. (CA, USA)

verwendet.

3.5.5.1 Polyacrylamid-Gele
Fir die Gele wurden zwei verschieden Basispuffer, jeweils fur Sammel- und Trenn-
gel, angesetzt. Vor der Verwendung wurde die entsprechende Menge, abhangig von

der Anzahl der bendtigten Gele, abgefullt und mit APS (Ammoniumpersulfat, Bio-Rad
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Laboratories, Inc., CA, USA) und Temed (Tetramethylethylendiamin, Bio-Rad Labo-
ratories, Inc., CA, USA) versetzt. Pro Gel wurden 5 ml Trenngel und 2,5 ml Sammel-
gel berechnet. APS und Temed dienen als Katalysatoren fur die Polymerisation der
beiden Moleklle Acrylamid und Bis-Acrylamid. Fir das GieRen der Gele wurden 1
mm dicke Kammern mit einer Taschentiefe von 5 mm verwendet. Die Gele wurden
aus zwei verschieden prozentigen Polyacrylamid-Mischungen hergestellt, so dass
ein 5%iges Sammelgel und 10%iges Trenngel bestanden. Das Sammelgel wurde mit
einer niedrigeren Konzentration gegossen, um den Eintritt der Proben in das Gel zu
erleichtern. FUr die Praparation wurde die eigentliche Kammer mit einem Deckglas
bedeckt, dann mittels Pipette das Trenngel langsam und gleichmaRig eingegeben
und im Anschluss das Sammelgel in gleicher Weise Uber das Trenngel geschichtet.
Durch Zugabe von Glycerol in das Trenngel konnten beide Gele in flissiger Form,
ohne Vermischung, Ubereinander gegeben werden. Nach Zugabe des Sammelgels
erfolgte ein Uberschichten mit Isopropanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA), um an der Oberflache befindliche Luftblasen und konsekutive Unebenheiten
im Gel zu beseitigen. Schlie8lich erfolgte von der oberen, offenen Seite der Gel-
kammer die Einlage eines Kammes in das Sammelgel zur Bildung von Geltaschen
und die Gele wurden zur Aushartung fur etwa 10 bis 15 Minuten stehen gelassen.
Alle verwendeten Substanzen sowie deren Konzentrationen sind in Tabelle 3-9 ein-

zusehen.
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Polyacrylamidgele

Sammelgel (5% Gel)

Substanz Menge |Hersteller
Tris 1,0M, pH 6,8 (Trishydroxymethyl- Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
: 12,5ml \
aminomethan) souri, USA
SDS 10% (Natriumdodecylsulfat) 1ml Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
souri, USA
Destilliertes Wasser 74ml interne Herstellung
. Carl Roth GmbH + Co. KG
o) ]
Acrylamid 40% 12,5ml Karlsruhe, Deutschland
APS (Ammoniumpersulfat) 20l SQARad Laboratories, Inc., CA,
Temed (Tetramethylethylendiamin) 10ul SQARad Laboratories, Inc., CA,
Trenngel (10% Gel)
Tris 1,5M, pH 8,8 (Trishydroxymethyl- Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
: 25ml| \
aminomethan) souri, USA
SDS 10% (Natriumdodecylsulfat) 1ml Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
souri, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
Glycerol 20ml souri, USA
Destilliertes Wasser 29m| interne Herstellung
. Carl Roth GmbH + Co. KG
o) ]
Acrylamid 40% 25mi Karlsruhe, Deutschland
APS (Ammoniumpersulfat) 25ul SQARad Laboratories, Inc., CA,
Temed (Tetramethylethylendiamin) 12,5l Bio-Rad Laboratories, Inc., CA,

USA

Tabelle 3-9 Zusammensetzung der Lésungen fiir Trenn- und Sammelgel.

3.5.5.2 Elektrophorese

Nach Aushartung der Gele wurden diese in die Elektrophoresekammer eingelegt, so

dass eine geschlossene, kleinere Kammer mit jeweils zwei Gelen bzw. einem Platz-

halter in der Mitte, und eine gro3e Kammer um die mittlere Kammer herum bestand

(siehe Abbildung 3-3).
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Deckel

Elektroden

Gummilippe

Gelkammer Elektrophorese-

halterung

Spatere
grofle Kammer

Elektrophoresekammer

Abbildung 3-3 Zusammensetzung der Elektrophoresekammer.
Mini-Protean Tetra Cell System, modifiziert nach Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA.

Durchgefuhrt wurde die Elektrophorese mit Mini-Protean 3 oder Mini-Protean Tetra
Cell System von Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA. Nun wurde von der inneren
Kammer aus mit einfach konzentriertem Laufpuffer (siehe Tabelle 3-10) aufgefullt bis
die Gele vollstandig bedeckt waren aber noch zwei getrennte Kammern bestanden.
Die vorbereiteten Proben (siehe 3.5.4) und der Proteinstandard wurden dann in die
Geltaschen pipettiert. Das System wurde schlie3lich mit einem Deckel verschlossen
und Uber den Deckel eine Spannung angelegt. Zu Beginn wurde fur 15 Minuten eine
Spannung von 100V verwendet, um ein langsames, gleichmaRiges Einlaufen der
Proteine zu gewahrleisten, dann wurde fur 1,5 Stunden auf 140V gesteigert. Zur
konstanten Spannungsgeneration wurde der PowerPac (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
CA, USA) verwendet. Der Laufpuffer konnte nun abgegossen und die Gele aus den

Gelkammern mit Hilfe eines kleinen Spartels herausgenommen werden.
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Laufpuffer

10x Konzentration (1L)

Substanz Menge Hersteller

SDS (Natriumdodecylsuifat) 10g Bio-Rad _ Laboratori-

es, Inc., CA, USA

Carl Roth GmbH +
Glycin 1449 Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA

Trisbase 30,39

Mit destilliertem Wasser auf 1L aufftllen

1x Laufpuffer (1L): 100ml 10x Laufpuffer + 900ml destilliertes Wasser

Tabelle 3-10 Zusammensetzung des Laufpuffers fiir die SDS-PAGE

3.5.6 Transfer der Proteine auf Nitrocellulose

Bei diesem Schritt wurden die in einem Gel (Polyacrylamid) befindlichen, immobili-
sierten, negativ geladenen Proteine in einem elektrischen Feld auf eine Membran
Ubertragen. Die verwendete Methode erfolgte nach den Arbeiten von Towbin et al.
(Towbin, Staehelin, & Gordon, 1979).

FuUr die hier dargestellten Versuche wurden nur Nitrocellulosemembranen mit einer
PorengrofRe von 0,2um (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) verwendet.

Die fertigen Gele wurden nun, nach Abtrennung des Sammelgels samt Geltaschen,
in die Western Blot Vorrichtung eingebracht (siehe Abbildung 3-4), die aus zwei ver-
bundenen Plastikschalen (schwarz und transparent) bestand. Diese wurden in eine
Schale mit 1x konzentriertem Blotpuffer (siehe Tabelle 3-11) gelegt, dann der Reihe
nach ein Schwamm (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA), zwei Filterpapiere (GE
Healthcare, Buckinghamshire, England), das fertige Gel, eine Nitrocellulosememb-
ran, zwei Filterpapiere und ein Schwamm von der schwarzen zur transparenten Seite
blasenfrei aufeinander gelegt und verschlossen. Diese fertige Kammer konnte nun in
eine entsprechende Haltevorrichtung mit zwei Elektroden eingebracht werden. Der
elektrische Strom also die sog. Blotrichtung verlief dabei von der Kathode zur Anode.
Um also bei dem beschriebenen Versuchsaufbau die Proteine vom Gel auf die Nitro-
cellulosemembran zu bringen, mussten die Western Blot-Kammern so eingebracht
werden, dass der Strom von der schwarzen zur transparenten Seite verlauft. Hierzu
bestanden bei dem verwendeten System farbliche Markierungen, um eine Verwechs-
lung zu vermeiden. Die so vorbereitete Haltevorrichtung wurde nun in eine geschlos-

sene Kammer eingebracht und diese mit 1x konzentriertem Blotpuffer vollstandig
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geflllt. Das System wurde abschlieRend mit Eis gekihlt, um eine Uberwarmung zu
vermeiden, und mit einem Deckel verschlossen sowie eine Stromstarke von 400mA
fur eine Stunde angelegt. Dann konnten die Membranen aus der Vorrichtung ge-

nommen werden und zur weiteren Proteinanalyse verwendet werden.

Blotpuffer Blotkammer
Schwamm Halterung

Spannungsgenerator

Fertig montierte

Halterung
Eis
Filterpapier Schwamm

Abbildung 3-4 Vorbereitung und des Aufbaus der Blot-Kammer.
(modifiziert nach Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA)
Blotpuffer
10x Konzentration (1L)
Substanz Menge Hersteller

Carl Roth GmbH +
Glycin 1449 Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Trisbase 30,3g Sigma-Aldrich, Saint

Louis, Missouri, USA

Mit destilliertem Wasser auf 1L auffillen

1x Blotpuffer (1L): 100ml 10x Blotpuffer + 700ml destilliertes Wasser

Methanol 200ml Merck, Darmstadt,

Deutschland
Tabelle 3-11 Zusammensetzung des Blotpuffers fiir den Western Blot

3.5.7 Immunchemischer Nachweis von Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulosemembran, wurde die-
se in ein 50ml Rohrchen gegeben und auf einem Laborroller fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur geblockt. Die Blockung diente dazu, unspezifische Bindungsstellen
der an die Membran gebundenen Proteine abzusattigen. Verwendet wurde hierzu
5% Trockenmilchpulver in Tris-buffered saline und Tween 20 (TBS/T, siehe Tabelle
3-11). Bei Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) handelte sich um
Polysorbat 20, ein nichtionisches Tensid, das zur weiteren Reduktion von unspezifi-

scher Antikorperbindung beitrug.
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Im Anschluss konnte die Blocklésung abgegossen werden und die Membran wurde
3x in TBS/T (siehe Zusammensetzung Waschpuffer in Tabelle 3-12) gewaschen. In
einem nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper. Dieser band mit
dem Fab-Fragment, also dem Teil eines Antikdrpers zur entsprechenden Epitoper-
kennung, an das gesuchte Protein. Der Antikorper wurde in 5 ml TBS/T mit 5% Tro-
ckenmilchpulver verwendet und die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht auf einem
Laborroller.

Anschlieflend wurde die Membran 3x in TBS/T gewaschen und mit dem 2. Antikorper
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der 2. Antikdrper band mit seinem Fab-
Fragment an das Fc-Fragment des 1. Antikorpers. An das Fc-Fragment des 2. Anti-
korpers war eine Peroxidase aus dem Meerrettich (HRP = horseradish peroxidase)
gebunden. Die Wahl des 2. Antikorpers richtete sich nach dem Ursprung des Ersten.
Wurde zum Beispiel der erste Antikorper aus der Ratte gewonnen, so musste der
zweite Antikorper sich gegen Ratte richten und selber aus einem anderen Tier
stammen (z.B. einer Ziege). Nach Inkubation mit dem 2. Antikorper erfolgte erneutes
3x Waschen mit TBS/T fur jeweils 5 Minuten. Dann konnte die Entwicklung stattfin-
den. Hierzu wurde ein chemilumineszentes Substrat benutzt, das Wasserstoff-
Peroxid beinhaltete. HRP setzte in dessen Anwesenheit Luminol um, wobei ein Ani-
on im angeregten Zustand entsteht. Fallt dieses wieder in seinen Grundzustand zu-
ruck, wird Licht freigesetzt, das dann z.B. auf einem Rontgenfilm festgehalten wer-
den konnte. Firr die Versuche wurde als Chemilumineszenz-Substrat Roti®-Lumin
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Roti®-Lumin be-
stand aus zwei Grundsubstanzen (Roti®-Lumin 1 und 2). Diese wurden im Verhéltnis
1: 1 gemischt (3ml pro 50ml Roéhrchen). Die Inkubation der Membran erfolgte dann
fur 2 Minuten, die Membran wurde aus dem RoOhrchen genommen, glatt in eine
Rontgenkammer gegeben und vor Licht geschitzt. Je nach Belichtung erfolgte dann
die Entwicklung auf Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm, GE Healthcare, Buckingha-

mshire, England) zwischen 30 Sekunden und 5 Minuten.
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Waschlosung

10x TBS

Substanz Menge Hersteller
Trisbase 12,119

Natriumchlorid 87,669

Destilliertes Wasser 100ml interne Herstellung

Zunachst Einstellung des pH auf 7,6 mit Salzsaure (HCI, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA), dann bis 1L mit destilliertem Wasser auffullen

1x TBS/T

100ml 10x TBS + 500ul Tween 20, dann auf 1L mit destilliertem Wasser ausffullen
Sigma-Aldrich, Saint

Polysorbat 20 (Tween 20) 500pl Louis, Missouri, USA

Tabelle 3-12 Zusammensetzung und Herstellung von TBS/T.
Waschpuffer fur alle Schritte im Western Blot und gleichzeitig Losemittel fir die Blocklésung mit
Milchpulver.

3.5.8 Ablosen der Antikorperkomplexe von der Nitrocellulosemembran (Strip-
ping)
Um fur den gleichen Versuchslauf unterschiedliche Proteine auf derselben Membran
darstellen zu kdnnen, mussten die vorherigen Antikorperkomplexe (Antikorper 1 und
2) wieder von der Membran gelost werden. Basierend auf den Versuchen von Lego-
cki und Verma (Legocki & Verma, 1981) wurde dazu eine sog. ,Stripping-Losung”
(siehe Tabelle 3-13) benutzt. Dabei wurde die Membran nach der fertigen Entwick-
lung der vorherigen Antikorper fur 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Im Anschluss er-
folgten erneut 3x Waschschritte mit TBS/T fur jeweils 5 Minuten. Dann wurde die

Membran erneut geblockt und mit Antikdrpern inkubiert.

Stripping-Losung

Substanz Menge Hersteller
R-Mercaptoethanol 700yl fé%?;a'“';‘:géggrl %aslr:
Tris-HCL 1M, pH 6,7 6,25ml f’(‘)%’ga,a‘:gg'gﬂn an

Mit destilliertem Wasser auf 100ml auffillen

Tabelle 3-13 Zusammensetzung und Herstellung der Stripping-L6sung

3.5.9 Beladungskontrolle
Beladungskontrollen dienten beim Western Blot dazu, auch nach Bestimmung der

Proteinkonzentration, Ausrechnung der jeweils gleichen Volumina und exaktem Pi-
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pettieren, eine Kontrolle der Proteinbeladung nach Abschluss aller Verfahrensschritte
zu erhalten. So sollten zwischen in den einzelnen Proben vergleichbare Proteinmen-
gen vorhanden sein, so dass daraus ein Ruckschluss auf die Expression der jeweils
gesuchten Proteine gezogen werden kann. In den durchgefuhrten Experimenten
wurde Actin (Antikorper siehe 3.5.11, Tabelle 3-14) als Beladungskontrolle verwen-
det. Hierbei handelt es sich um ein in allen eukaryoten Zellen exprimiertes Protein,
das als Zytoskelettbestandteil stabil exprimiert wird und sich so als Beladungskontrol-

le eignet.

3.5.10 Densitometrie
Zur Messung der jeweiligen Bandenstarke wurden die Rontgenfilme nach der Ent-
wicklung gescannt. Die Banden wurden dann mittels dem Programm Quantity One

(Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) gemessen und ausgewertet.

3.5.11 Antikorper

Antikorper - Western Blot

1. Antikorper Verdlinnung Hersteller
) ) . 1:500 in 5% Milchpul-|Cell Signaling Technology,
P-PDGFR- Tyr 751, rabbit | 1RS/T Inc., Beverly, MA, USA
. 1:500 in 5% Milchpul-|Cell Signaling Technology,
PAKT Ser 473, rabbit ver in TBS/T Inc., Beverly, MA, USA
pERK 1/2 (Thr202/Tyr204), rab-|1:1000 in 5% Milch-|Cell Signaling Technology,

bit

pulver in TBS/T

Inc., Beverly, MA, USA

Kollagen Typ 1, goat

1:500 in 5% Milchpul-
ver in TBS/T

Southern Biotech, Birmin-
gham, AL, USA

: : 1:1000 in 5% Milch-|Santa Cruz Biotechnology,
Actin, goat und rabbit oulver in TBS/T TX, USA
i : 1:1000 in 5% Milch-|Cell Signaling Technology,
Caspase-3, rabbit pulver in TBS/T Inc., Beverly, MA, USA
2. Antikorper Verdlinnung Hersteller
Goat Anti-rabbit 1gG, HRP-|1:1000 in 5% Milch-|Cell Signaling Technology,
linked pulver in TBS/T Inc., Beverly, MA, USA
1:1000 in 5% Milch-|Southern Biotech, Birmin-

Rabbit Anti-goat, HRP-linked

pulver in TBS/T

gham, AL, USA

Tabelle 3-14 Verwendete Antikorper im Western Blot.
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3.6 Zellfarbungen

3.6.1 Immunzytochemie

Die verwendete immunzytochemische Farbemethode basierte, ahnlich dem Nach-
weis der Proteine im Western Blot, auf der Zugabe eines Erstantikdrpers, der die
Zielstruktur erkannte. Dann folgte die Zugabe eines Zweitantikorpers, der den Er-
stantikorper detektierte und mit einem Molekul (in diesem Fall HRP) gekoppelt war,
das, in Reaktion mit einem Substrat (in diesem Fall DAB+/Chromogen), einen brau-
nen Farbumschlag bewirkte, der die Zielstruktur sichtbar machte.

Zur immunzytochemischen Analyse wurden die Zellen nach Isolation in eine 24-Well-
Platte Ubertragen (5000 Zellen/Well), unter normalen Bedingungen gehalten und oh-
ne Passage nach 2 Tagen auf Desmin und nach 3 Tagen auf a-SMA untersucht.

Fir die Farbung wurde zunachst das Zellkulturmedium abgesaugt und dann mit 1 mi
Phosphat-buffered saline (PBS, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 3x gewaschen.
Anschliel3end erfolgte die erste Fixierung mit 500pl 100% Methanol pro Well fur 5
Minuten. Nach erneutem dreimaligem Waschschritt mit PBS wurde die zweite Fixie-
rung mit 500ul 4% PFA (Paraformaldehyd, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) pro
Well fur 5 Minuten durchgefuhrt. Dies war gefolgt von einem erneuten dreimaligen
Waschen der Zellen fur jeweils 2 Minuten in TBS/T (siehe Waschpuffer Western Blot,
Tabelle 3-12).

Nun wurden die Zellen mit dem 1. Antikorper und der Negativkontrolle inkubiert. Die
Antikorper wurden mit Antikorper-Diluent (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
verdunnt. Fir die Negativkontrolle wurde nur Antikorper-Diluent verwendet. Das Ge-
samtvolumen pro Well betrug 200ul. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler. Dann erfolgten erneut drei Waschschritte mit
TBS/T fur jeweils 5 Minuten und die Inkubation mit dem 2. Antikorper fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur mit jeweils 100ul pro Well.

Der Zweitantikorper richtete sich, wie bereits im Kapitel Western Blot beschrieben,
nach der Herkunft des Erstantikdrpers und war ebenfalls an HRP (horseradish per-
oxidase) gekoppelt. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS/T fur jeweils 5
Minuten konnte gefarbt werden. Die Farbung erfolgte Uber das DAB+/Chromogen-
System (DAB = Diaminobenzidin, DakoCytomation, Glostrup, Danemark), das, nach
Reaktion mit HRP, eine braune Farbung der Zielstrukturen bildete. Das Mischungs-
verhaltnis von DAB+ zu Chromogen betrug 50:1. Bei ausreichender Farbung wurde

die Reaktion mit 1 ml destilliertem Wasser pro Well gestoppt. Das Wasser wurde ab-
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gesaugt und zum Mikroskopieren PBS verwendet. Die mikroskopische Darstellung
erfolgte mit dem Leica DM LB Mikroskop (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland), ausgestattet mit einer Retiga 1300 Kamera (QIlmaging, Surrey, BC,
Canada). Die Akquisition der Bilder erfolgte mit der IPLab3-Software (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

3.6.2 Zytochemische Farbung mit Nile red

Die Nile red Farbung beruht auf der von Greenspan et al. beschriebenen Methode
(Greenspan, Mayer, & Fowler, 1985) zur Darstellung von intrazellularen Lipidein-
schlissen. Fur die Farbung wurden die Zellen 2 Tage nach der Isolation ohne Pas-
sage und unbehandelt verwendet. In den ersten Schritten erfolgte die Herstellung
einer 1,5%igen Losung von Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA) in PBS zur Fixierung der Zellen und das Ansetzen der Basislosung Nile red
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). Hierzu wurden 1 mg Nile red Pulver in 1
ml Acetone (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) gel6ost. Diese Losung wurde
dann lichtgeschutzt bei 4°C aufbewahrt.

Zur Farbung der Zellen wurden diese einmalig in PBS gewaschen und fur 5 Minuten
mit der 1,5%igen Glutaraldehydl6sung fixiert. Dann folgten drei weitere Waschschrit-
te fur jeweils 2 Minuten in PBS. Die Nile red Losung wurde in einer Konzentration
von 10pl/1ml PBS (1:100) verdinnt, im abgedunkelten Raum auf die Zellen gegeben
und far fanf Minuten inkubiert. Gestoppt wurde die Farbung durch einmaliges Wa-
schen mit PBS. Die mikroskopische Darstellung erfolgte weiterhin im abgedunkelten
Raum mit einem Fluoreszenzfilter von 546nm mit dem Leica DM LB Fluoreszenzmik-
roskop (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland), ausgestattet mit einer
Retiga 1300 Kamera (Qlmaging, Surrey, BC, Canada). Die Akquisition der Bilder er-
folgte mit der IPLab3-Software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

3.6.3 Immunfluoreszenzfarbungen

Nach der ersten Passage erfolgte die Aussaat von 5000 Zellen auf Objekttragern mit
Glaskammern (Nunc® Lab-Tek Il Chamber Slide system™, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA), diese wuchsen fur 24 Stunden unter normalen Kulturbedin-
gungen, dann fur 24 Stunden ohne FKS im Serum und wurden schlieBlich mit PDGF-
BB 25ng/ml, Imatinib mesylate 7uM, PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7uM
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oder ohne Behandlung fur weitere 24 Stunden inkubiert. Ein Wechsel des Mediums
und der Stimulantien/Inhibitoren erfolgte nach 12 Stunden. Dann wurde einmalig mit
PBS gewaschen und fur 5 Minuten mit -20°C kaltem Aceton fixiert. Als nachstes er-
folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS fur jeweils 5 Minuten. Dieser war gefolgt
von der Inkubation mit dem 1. Antikdrper mit jeweils 200ul pro Well fur eine Stunde
bei Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fur 5 Minuten
wurde mit dem zweiten Antikorper fur 30 Minuten inkubiert. Dieser war an einen fluo-
reszierenden Farbstoff (Alexa Fluor® 488 oder 594) gekoppelt, der unter Anregung
durch Licht in der fur ihn optimalen Wellenlange (488nm oder 594nm) fluoreszierte.
Eine Darstellung der verwendeten Antikorper findet sich in Tabelle 3-15. Nach Inku-
bation des Zweitantikbrpers wurde erneut dreimalig fur 5 Minuten mit PBS gewa-
schen und eine Kernfarbung mit Bisbenzimid (1:10000 in PBS, 1 Minute, Raumtem-
peratur, Fluoreszenzfilter 418nm) durchgefuhrt. Es folgten erneut zwei Waschschritte
mit PBS fur jeweils 5 Minuten, ein vorsichtiges Abgiel3en des PBS und schlielich die
Zugabe von flussigem Eindeckmedium (Fluoromount™, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) und die Auflage eines Deckglases.

Die mikroskopische Darstellung erfolgte im abgedunkelten Raum mit einem grinen
FluoreszenZfilter fur Alexa Fluor 488 bzw. roten FluoreszenZfilter fur Alexa Fluor 594
mit dem Leica DM LB Fluoreszenzmikroskop (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland), ausgestattet mit einer Retiga 1300 Kamera (QIlmaging, Surrey, BC,
Canada). Die Akquisition der Bilder erfolgte mit der IPLab3-Software (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).
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3.6.4 Antikorper

Immuncytochemie & Immunfluoreszenz

1. Antikorper Verdunnung Hersteller
alpha-Smooth-Muscle-Actin, 1:200 in Antibody Di- | DakoCytomation, Glostrup,
mouse anti-rat luent* Danemark

. , 1:200 in Antibody Di- | DakoCytomation, Glostrup,
Desmin, mouse anti-rat -

luent Danemark

Kollagen Typ |, goat anti-rat 1:50 Antibody Diluent* Sﬁgm,egnl_%oéich, Birmin-
2. Antikorper Verdunnung Hersteller
Donkey anti-goat, Alexa Fluor | 1:1000 Antibody Di- Invitrogen, Karlsruhe,
488 luent* Deutschland
Donkey anti-mouse, Alexa Fluor | 1:1000 Antibody Di- Invitrogen, Karlsruhe,
594 luent* Deutschland
EnVision+ System-HRP labelled | 1:1000 Antibody Di- DakoCytomation, Glostrup,
anti-mouse luent* Danemark
EnVision+ System-HRP labelled | 1:1000 Antibody Di- DakoCytomation, Glostrup,
anti-rabbit luent* Danemark

* Dako Real Antibody Diluent (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

Tabelle 3-15 Verwendete Antikorper in der Inmunzytochemie und Inmunfluoreszenz.

3.7 Thiozolylblau (MTT) Assay
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Thiozolylblau) ist
ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz mit gelblicher Farbung. Es wird bei in vitro Ver-
suchen dazu verwendet, metabolische Aktivitat von Zellen zu detektieren und eignet
sich dadurch zur Erkennung von Proliferation, Lebendigkeit und Zytotoxizitat. Die
mitchondriale Reduktion des gelben MTT zu lila-farbenem Formazan findet nur in
metabolisch aktiven Zellen statt, so dass proportional zu dem entsprechenden Far-
bumschlag auf die Zellproliferation rickgeschlossen werden kann (Mosmann, 1983).
Fir den MTT-Assay wurden die Zellen fur funf Tage kultiviert, dann passagiert, ge-
zahlt, zu gleichen Teilen ausgesat (30.000 Zellen/Well) und fur einen Tag unter nor-
malen Kulturbedingungen gehalten. Die Zellkulturplatten wurden dabei so bestuckt,
dass fur den geplanten MTT-Assay jeweils Doppelbestimmungen madglich waren.

Am Folgetag wurde kontrolliert, ob die Zellen gut angewachsen waren und das Zell-
kulturmedium wurde gegen ein serumfreies Medium ausgetauscht. Das bedeutet,
dass dem Medium kein fetales Kalberserum (FKS) zugefugt wurde, um die Zellen in
einen sogenannten ,Serum-Hunger® zu versetzen und so den Einfluss der im Serum
vorhandenen Wachstumsfaktoren zu verhindern. So war der jeweilige Effekt der Sti-

mulatoren oder Inhibitoren fur die Proliferation weniger durch Storfaktoren beeinflusst
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und lasst sich besser abbilden. Die Zellen wurden im serumfreien-Medium fur weitere
24 Stunden gehalten. Das Zellkulturmedium enthielt kein Phenolrot, da dies mit MTT
reagiert und so keine validen Ergebnisse entstehen wirden.

An Tag 0 wurden 2 Wells ohne Stimulation fur den Basiswert bestimmt, dieser diente
als Kontrolle fur die Entwicklung der Zellen unter Behandlung. Nach Bestimmung des
Basiswertes wurde in die einzelnen Wells 25ng/ml PDGF-BB, 10uM Imatinib mesyla-
te und PDGF-BB (25ng/ml) plus Imatinib mesylate 10uM hinzugegeben und jede
Probe zum Zeitpunkt 72 Stunden mittels MTT-Assay abgelesen.

Der MTT-Assay wurde folgendermal3en durchgefuhrt:

Zunachst wurde eine Basislosung MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
mit einer Konzentration von 500ug/ml in PBS hergestellt und vor Licht geschuitzt.
Nach 72 Stunden wurden 20ul (10ug) der MTT-Basislosung pro Well hinzugefugt,
gut per Hand geschuttelt und fur 2 Stunden bei 37°C im Zellkulturbrutschrank inku-
biert. Das Medium wurde dann abgesaugt und zur Darstellung des Farbumschlages
220pl DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) pro Well
hinzugefugt. Dies wurde fur 3 Minuten bei 37°C unter vorsichtigem Schutteln inku-
biert. Wahrenddessen wurde eine 96-Well-Platte vorbereitet und 100yl DMSO als
Leerkontrolle in Doppelbestimmungen verwendet. Die fertig inkubierten Proben wur-
den nun in Doppelbestimmungen mit jeweils 100pl pro Well ebenfalls in die 96-Well-
Platte pipettiert. Am Mikroplatten-Lesegerat (EIx808, Absorbance Microplate Reader,
Bio Tek Instruments Inc., VT, USA) wurde die Aufteilung der Proben eingegeben und
mit einem 570nm Filter ausgelesen. Zur Analyse der Daten wurde das Programm
KC4 Kinecalc for Windows Version 3.4 (Bio Tek Instruments Inc., VT, USA) verwen-
det. Aus den Daten konnte nun in Microsoft Excel der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung aus den jeweiligen Doppelbestimmungen, zunachst der einzelnen
Proben (Proliferation eines jeden Wells wurde doppelt bestimmt) und fur die jeweils
gleich behandelten Proben (jeweils zwei Wells auf der 24-Well-Platte wurden gleich
behandelt) berechnet werden. Die Werte flur die behandelten Proben wurden in Rela-
tion zum Basiswert an Tag 0 gesetzt, um so einen Ruckschluss auf die Proliferation

oder dessen Inhibition der Zellen durch die Behandlung zu erhalten.
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3.8 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

3.8.1 Versuchsablauf

Die Methode beruht auf den 1971 unabhangig voneinander entwickelten Verfahren
durch Engvall und Perlmann sowie van Weemen und Schuurs (Engvall & Perlmann,
1971; van Weemen & Schuurs, 1971).

In den vorliegenden Versuchen wurde ein indirekter ELISA, entsprechend Abbildung
3-5, verwendet.

Indirekt bedeutete hier, dass der Nachweis des Antigens nicht direkt durch einen An-
tikorper geschah sondern ein erster Antikdrper das Antigen erkannte und zur Darstel-
lung ein zweiter Antikorper verwendet wurde, der den Ersten erkannte. Der zweite
Antikorper war in diesem Fall an HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt und konn-
te mit Hilfe von Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht werden.

Die Zellen wurden nach der ersten Passage in 12-Well-Platten zu gleichen Teilen
(50.000 Zellen pro Well) ausgesat und unter unveranderten Kulturbedingungen bis
zu etwa 90% Konfluenz gehalten. Dann wurden die Zellen fur 24 Stunden in serum-
freiem Medium mit Zusatz von 50ug/ml Ascorbinsaure (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) gehalten. Im Anschluss erfolgte ein Wechsel des serumfreien Medi-
ums mit Zugabe von PBS fur die Kontrolle oder 25ng/ml PDGF-B, 7uM Imatinib me-
sylate plus 25ng/ml PDGF-B, 10uM Imatinib mesylate plus 25ng/ml PDGF-B, 20uM
Imatinib mesylate plus 25ng/ml PDGF-B fur die behandelten Zellen. Ein Wechsel der
Medien mit gleichen Bedingungen erfolgte nach 12 Stunden. Das abgenommene
Medium wurde gesammelt und bei 4°C gelagert.

Die Behandlung der Zellen wurde nach 24 Stunden beendet. Dazu wurden die Uber-
stande erneut eingesammelt, mit den vorherigen zusammengefuhrt und 1:4 mit PBS
verdunnt. Nach grandlichem Mischen wurden davon 50ul pro Well verwendet, um
eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Nunc Maxisorp, Nunc, Langsenbold, Deutschland) zu
beschichten. Diesen Vorgang versteht man unter Adsorption des Antigens an einen
Feststoff, in diesem Fall die Mikrotiterplatte. Die Inkubationszeit betrug 12 Stunden
bei 4°C. Im Anschluss wurden die Wells mit 5% Trockenmilchpulver in TBS/T fur eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um ungesattigte Proteinbindungsstellen auf
der Mikrotiterplatte zu blocken. Dann erfolgte ein dreimaliger Waschschritt fur 5 Mi-
nuten mit TBS/T und die anschlielende Inkubation mit dem 1. Antikdrper fur 2 Stun-
den bei Raumtemperatur. Es folgte ein erneutes Waschen wie im Schritt zuvor, um

ungebundene Antigen-Antikorper-Komplexe abzuwaschen und dann die Inkubation
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mit dem HRP-gekoppelten 2. Antikorper fur 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 3-16 einzusehen.
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Abbildung 3-5 Schematische Darstellung eines indirekten ELISA.

Zunachst werden die Wells mit dem gesuchten Antigen und dessen Begleitprotein inkubiert, dann
erfolgt eine Blockung der Ubrigen Proteinbildungsstellen des Feststoffes (Blockung und Begleitprotein:
grune Kreise), schlief3lich wird der 1. Antikérper gegen das Antigen hinzugegeben. In einem zweiten
Schritt erfolgt die Zugabe des HRP-gekoppelten 2. Antikérpers und die Entwicklung mittels TMB. Das
Ergebnis kann dann an einem Mikroplattenlesegerat abgelesen werden, modifiziert nach (Rehm,
2002).

SchlieBlich erfolgte ein erneuter Waschschritt wie zuvor und die Zugabe von 100yl
pro Well des Substrates TMB (TMB Plus, Kementec, Taestrup, Danemark). Die
Mikrotiterplatten wurden wahrend der Entwicklung vor Licht geschutzt. In Abhangig-
keit der Konzentration des Antigens kam es zu einem blauen Farbumschlag. Die en-
zymatische Reaktion wurde nach zehn Minuten durch Zugabe von 0,2 N Schwefel-
saure (H2SO4, 50ul pro Well) gestoppt und in einem Mikroplattenlesegerat (EIx808,
Absorbance Microplate Reader, Bio Tek Instruments Inc., VT, USA) mit einem

540nm Filter ausgelesen. Zur Analyse der Daten wurde das Programm KC4 Kinecalc
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for Windows Version 3.4 (Bio Tek Instruments Inc., VT, USA) verwendet. Alle Proben
wurden als Triplett bestimmt, ein Mittelwert gebildet und die Standardabweichung

berechnet.

3.8.2 Antikorper

Antikorper - ELISA

1. Antikorper Verdlinnung Hersteller
Kollagen Tvp | 1:500 in 5% Milchpul-|Southern Biotech, Birmin-
gen 1yp ver in TBS/T gham, AL, USA
2. Antikorper Verdlinnung Hersteller
. . . 1:1000 in 5% Milch-|Southern Biotech, Birmin-
Rabbit Anti-goat, HRP-linked pulver in TBS/T gham, AL, USA

Tabelle 3-16 Verwendete Antikorper im ELISA

3.9 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

In allen Zellen, die einen Zellkern enthalten, liegen in diesem die Chromosomen.
Diese hochkomplexen Moleklle bestehen zum grof3ten Teil aus der doppelstrangi-
gen Desoxyribonukleinsaure (DNA), die mit den vier Basen Adenin, Thymin, Guanin
und Cytosin die einzelnen Gene kodieren. Bei der Expression der Gene werden die-
se durch einen komplexen Apparat aus Enzymen abgelesen und schlie3lich in Ribo-
nukleinsaure (RNA) umgeschrieben. Diesen Vorgang nennt man Transkription. Die
RNA besteht zum grof3ten Teil aus mMRNA (m = messenger RNA), die fur die einzel-
nen Proteine kodiert. Darin wird die Base Thymin durch Uracil ersetzt. Ebenso wird
die komplexe Struktur aufgehoben und es entsteht ein einzelner Strang, der schlief3-
lich Uber die Ribosomen abgelesen und in Proteine umgeschrieben wird. Diesen
Vorgang versteht man unter Translation.

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist ein zentrales Verfahren, sowohl in der
Grundlagenforschung als auch in der medizinischen Diagnostik. Bei dieser Methode
durch Kary B. Mullis (Saiki et al., 1985) entwickelten Methode kdnnen innerhalb von
kurzer Zeit millionenfach Kopien eines bestimmten DNA-Abschnittes erstellt werden.
Hierzu nutzt man fur die Zielstruktur spezifische Oligonukleotidsequenzen (Primer),
die in der Reaktion als Vorwarts- und Ruckwarts-Primer vorliegen, so dass der DNA-
Strang in beide Richtungen abgelesen werden kann. Nach Bindung der Primer an
ihre Zielsequenzen synthetisiert das Enzym Taqg-DNA-Polymerase den Komplemen-

tarstrang dazu aus, wozu Desoxyribonukleosid-5'-triphosphate (dNTPs) bendtigt
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werden. Die Tag-Polymerase ist ein Enzym aus dem hitzestabilen Bakterium Ther-
mus aquaticus (daher Taq), die ihr Aktivitatsoptimum bei 72°C besitzt. Die PCR ba-
siert auf drei wesentlichen Schritten in einem sich wiederholenden Zyklus:

Im ersten Schritt (Denaturierung) wird die DNA-Probe zur linearen Auftrennung der
Doppelstrange auf 95°C erhitzt. Im zweiten Schritt (Annealing) wird die Probe auf die
optimale Arbeitstemperatur fur die Primer (z.B. 60°C) abgekuhlt, so dass sich die
Primer an die komplementare DNA anlagern. Im dritten Schritt (Elongation) werden
die Proben auf die optimale Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase von 72°C er-
hitzt, so dass diese nun durch Einbau der dNTPs die Primer bis zum 5OH-Ende der
DNA verlangert. Somit ist eine exakte Kopie der Zielsequenz entstanden. Wiederholt
man diesen Zyklus, entstehen mit jedem Zyklus (n) theoretisch 2™ Kopien. In der
Praxis ist der durchschnittliche Kopierfaktor jedoch sehr variabel und liegt bei ca. 1,6
pro Zyklus.

Mittels der quantitativen Polymerase Kettenreaktion (qQPCR) kann man die Expressi-
on der einzelnen Gene messen. Dazu wird zunachst mRNA aus den Zellen isoliert
und diese dann in eine Komplementar-DNA (cDNA, ¢ = complementary) umge-
schrieben. Durch das Umschreiben von mRNA in cDNA erhalt man einen zur mRNA
komplementaren Strang, also einen Strang, der von der Basenabfolge dem ur-
sprunglichen DNA-Strang und somit den gesuchten Genen gleicht. Die Umschrei-
bung von mRNA in cDNA bezeichnet man als Reverse Transkription. Man nutzt hier-
fur das Enzym Reverse Transkriptase. Schlie8lich wird das gesuchte Gen durch
Amplifikation nach dem oben beschrieben PCR-Prinzip vervielfacht. Die Quantifizie-
rung der Expression ergibt sich daraus, dass mit der umgeschriebenen RNA nur die,
unter den entsprechenden Versuchsbedingungen, tatsachlich exprimierten Gene
analysiert werden. Bei der gPCR wird der Reaktion ein fluoreszierender Farbstoff
hinzugegeben, der an die neu entstandenen Sequenzen bindet und jeweils am Ende
der Elongation Licht freisetzt. Durch die Intensitat des Farbstoffes kann ein dazu pro-
portionaler Ruckschluss auf die Menge der entstandenen Kopien gezogen werden.
Ist ein Gen also stark exprimiert, entsteht ein starkeres Signal, es liegen somit mehr
Kopien vor. Gemessen wird bei diesem Prinzip jeweils am Ende einer jeden Elonga-
tion.

Aufgrund der unterschiedlichen Effizienz der Reversen Transkription kommt es zu
groRen Unterschieden in der cDNA-Konzentration. Eine Quantifizierung der cDNA

liefert unter diesen Umstanden nur einen Hinweis auf die Mindestmenge an RNA,
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jedoch keinen absoluten Wert, da man keine Information uber die cDNA-Integritat hat
und auch die Effizienz der Umschreibung nicht bekannt ist. Um diesem Problem zu
begegnen, wird ein externer Standard fur alle Versuche angewendet. Bei diesem
Standard handelt es sich um ein sogenanntes Haushalts- (housekeeping) Gen, von
dem angenommen wird, dass es in einer konstanten Menge exprimiert wird. In den

hier durchgefuhrten Versuchen wurde [3-Actin als Houskeeping-Gen verwendet.

3.9.1 Versuchsaufbau

Nach der ersten Passage wurden die Zellen zu gleichen Teilen in 6-Well-Platten
ausgesat. Bei etwa 90% Konfluenz wurden die Zellen einmalig mit 3ml PBS gewa-
schen und mit serumfreiem Medium fur 24 Stunden inkubiert. Am Folgetag wurde
das serumfreie Medium mit Zugabe der Stimulantien und Inhibitoren gewechselt.
Hierzu erfolgte keine Behandlung oder die Zugabe von 25ng/ml PDGF-BB, 7, 10 o-
der 20uM Imatinib mesylate plus 25ng/ml PDGF-BB und Cisplatin 100pM. Nach 12
Stunden wurde das Medium unter gleichen Bedingungen gewechselt. Nach 24 Stun-
den wurde die Behandlung beendet, das Medium abgesaugt und einmalig mit 3 ml
PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen, wie bei der Passage, mit
Zugabe von 500 pl Trypsin pro Well fur 3 Minuten bei 37°C von der Zellkulturschale
geldst und in 50 ml Rohrchen gegeben. Dann erfolgte die Zentrifugation bei 1000
Umdrehungen pro Minute (Zentrifuge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
fur 5 Minuten. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet entsprechend den

Schritten der RNA-Isolation weiterverwendet.

3.9.2 Isolation von Ribonukleinsaure (RNA)

Zur RNA-Isolation wurde das RNeasy® Plus Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) ver-
wendet. Die im Pellet (aus 3.9.1) befindlichen Zellen wurden in 350ul RLT-Puffer
Plus plus 3-Mercaptoethanol (10ul pro 1 ml RLT-Puffer, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) resuspendiert. Dabei wurde so haufig resuspendiert bis eine homo-
gene Flussigkeit entstand und keine Reste mehr an der Wand des Rohrchens hafte-
ten. Das so entstandene Zelllysat wurde in einem nachsten Schritt homogenisiert.
Dazu wurde ein QlAshredder Homogenisator auf ein 2 ml Sammelrohrchen gesetzt
und fur 2 Minuten bei 13.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Anschlief3end

wurden die homogenisierten Lysate auf eine gDNA-Eleminationszentrifugationssaule
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geladen, um genomische DNA aus dem Lysat zu entfernen, da diese an die Zentrifu-
gationssaulen bindet, wahrend die gesuchte RNA aufgrund ihrer GroRe hindurch-
floss. Diese Saulen wurden dann bei 10.000 Umdrehungen pro Minute fur 30 Sekun-
den zentrifugiert. Die Saulen wurden verworfen und der Durchfluss mit 70% Ethanol
(gleiche Menge des initial eingesetzten RLT-Puffer Plus, also 350ul) vermischt und
gut resuspendiert. AnschlieRend wurde das Gemisch auf eine RNeasy Zentrifugati-
onssaule geladen und auf 2 ml Sammelrohrchen gestellt. Dieses wurde dann fur 15
Sekunden bei 10.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule enthielt nun die gesuchte RNA. Anschlieend wurden zum
Waschen 700ul RW-1 Puffer auf die Saule gegeben und fur 15 Sekunden bei 10.000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen,
500ul RPE Puffer (4:1 mit 98% Ethanol verdinnt, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
souri, USA) auf die Saule gegeben und erneut 15 Sekunden bei 10.000 Umdrehun-
gen pro Minute zum Waschen der Zentrifugationssaule zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und der Schritt mit 2 Minuten Zentrifugation wiederholt. Schlielich
wurde die RNeasy Saule in ein neues 1,5ml Reaktionsgefald (Eppendorf AG, Ham-
burg, Deutschland) gesetzt und destilliertes Wasser auf die Membran der Saule ge-
geben. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt bei 10.000 Umdrehungen pro Mi-
nute fur 1 Minute. Durch das Wasser wurde die RNA mit in das neue Rohrchen ge-
waschen. Die RNA wurde nun bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die
verwendeten Puffer RLT zur Zelllyse sowie RW-1 und RPE fur die Waschschritte
wurden von Qiagen geliefert, ihre genaue Zusammensetzung ist unbekannt. Alle
verwendeten Materialien fur die RNA-Isolation waren frei von RNase, ein Enzym, das
schon in geringer Konzentration RNA schneidet und so die RNA-Ernte aus den Zel-
len massiv beeintrachtigen wirde. Alle Zentrifugationsschritte wurden mit der Zentri-
fuge 5427 R (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) durchgefihrt.

3.9.3 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde der Nano Drop 2000 von (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Spektropho-
tometer, das in einem einzigen Schritt die Konzentration von RNA bei einer Wellen-
lange von 260nm und die Reinheit durch Bildung einer Ratio zwischen 260 und

280nm bestimmen kann. Eine Ratio um 2,0 wurde hierbei als hohe Reinheit der RNA
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angesehen. Die Berechnungen des Gerates beruhen auf dem folgenden modifizier-

ten Lambert-Beer'schen Gesetz:

¢ = Konzentration der RNA in ng/pl
A = Absorption in AU (arbitrary units)
€ = Wellenlange-abhangiger Extinktionskoeffizient in ng-cm/pl

b = Optische Weglange

Es wurde jeweils 1 pl der Probe als kleiner Tropfen auf die Messapparatur gegeben,
als Negativkontrolle diente dabei destilliertes Wasser, da die RNA in Wasser gelost
vorlag. Die Konzentrationsangaben wurde in ng/ul ausgegeben. Nach der Konzentra-
tionsbestimmung wurden die Proben direkt fur die reverse Transkription verwendet

oder bei -80°C gelagert.

3.9.4 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription wurde das Quantitect® Reverse Transcription Kit (Qi-
agen, Hilden, Deutschland) verwendet.

Die RNA-Proben und entsprechenden Reagenzien des Kits wurden auf Eis aufge-
taut. Abhangig von der RNA-Ausbeute bei deren Isolation wurde nach vorheriger
Konzentrationsbestimmung jeweils die gleiche Menge (200ng) an RNA fur alle Pro-
ben verwendet. Als erstes erfolgte eine erneute Elimination genomischer DNA. Hier-

zu wurde ein Mix nach folgendem Schema hergestellt:

Komponenten zur Elimination genomischer DNA (gDNA)

Substanz Volumen / Reaktion | Endkonzentration
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2ul 1X
RNA-Probe Volumen entspre-

chend 200ng

abhangig vom Volu-

RNase-freies Wasser men der RNA

Gesamtvolumen 14l

gDNA Wipeout Buffer wurde mit dem Kit geliefert, die exakten Inhaltsstoffe sind im
Handbuch nicht beschrieben, Rnase-freies Wasser stammt ebenfalls aus dem Kit

Tabelle 3-17 Pipettierschema zur Elimination genomischer DNA in der Reversen Transkription.
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Nun folgte eine Inkubation der Proben bei 42°C fur 2 Minuten in einem Heizblock. Im
Anschluss wurden die Proben sofort auf Eis gestellt.

Im nachsten Schritt wurde fur alle Proben eine Basislosung aus der Reversen Tran-
skriptase, dem RT-Puffer und dem RT Primer Mix nach folgendem Schema herge-

stellt:

Komponenten fir die Reverse Transkription

Reverse Transkription: Basislosung

Substanz Volumen / Reaktion | Endkonzentration
Quantiscript Reverse Transcriptase 1ul

Quantiscript RT Buffer, 5x 4ul 1X

RT Primer Mix 1ul

RNA-Probe

Gesamte Probe nach gDNA Elimination | 14pl

Gesamtvolumen 20ul

Tabelle 3-18 Pipettierschema zur Reversen Transkription.

Dieser Basislosung wurden die 14 ul aus der gDNA-Elimination hinzugefugt, so dass
ein Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl entstand. Dieses wurde nun gemischt und
kurz zentrifugiert, um alle Bestandteile vom Deckel zu I6sen. Schliel3lich folgte die

eigentliche RT-PCR nach folgendem Schema:

Abbildung 3-6 Programm in der PCR-Maschine fiir die RT-PCR.

Im Anschluss wurden die Proben auf Eis gestellt und funffach mit destilliertem, RNa-
se- und DNase-freiem Wasser verdunnt, um ein groReres Volumen fur weitere Ver-
suche zu erhalten und Pipettierfehler bei sonst sehr geringen Mengen zu vermeiden.
Dann wurde direkt eine quantitative PCR angeschlossen oder die Proben bei -80°C

gelagert.
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3.9.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Fir die quantitative Echtzeit-PCR (QPCR) wurde das LightCycler®-System mit Glas-
kapillaren (Roche Holding AG, Basel, Schweiz) verwendet. Nach Umschreibung der
RNA in cDNA erfolgte das Ansetzen eines Reaktionsgemisches fur die gPCR nach

folgendem Schema:

Komponenten fur die qPCR

PCR-Losung
Substanz Volumen / Reaktion | Endkonzentration
DNase-/RNase-freies Wasser 12,4l
Konzentration an
MgClz, 3mM 1,60l Zielstruktur ange-
passt
Primer 10x Konzentration 2ul 0,5uM
LightCycler FastStart DNA Master Sybr 2l 1x
Green 1, 10x Konzentration
Gesamtvolumen 18ul
cDNA-Probe 2ul
Gesamtvolumen Reaktionsgemisch 20pl

Tabelle 3-19 Pipettierschema fiir die quantitative PCR mittels mit LightCycIer® FastStart DNA
Master Sybr green 1.

In dem gleichen Versuchsaufbau wurden verschiedene Konzentrationen fur Magne-
siumchlorid (MgCl,, 2, 3 und 4mM), mit jeweils adaptierter Menge an Wasser, so
dass das Volumen des Reaktionsgemisches gleich blieb, getestet. Magnesiumchlorid
wird fur die Aktivitat der Polymerase bendtigt und beeinflusst das Primerannealing,
Trennung der Strange, Produktspezifitat und die Bildung von Primerdimeren. Die
Konzentration stellt somit einen wesentlichen Faktor fur die Fehlerrate der PCR dar.

Fir die verwendeten Primer zeigte eine Konzentration von 3mM Magnesiumchlorid
ein gutes Ergebnis, so dass diese Konzentration fur alle Versuche verwendet wurde.
Als Negativkontrolle diente jeweils Wasser statt cONA. Die Glaskapillaren wurden in
einen, bei 4°C vorgekuhlten, Metallblock (Roche Holding AG, Basel, Schweiz) gege-
ben und zunachst mit 18 yl PCR-LOsung beladen. Im Anschluss wurde 2 pl der
cDNA bzw. Wasser hinzugegeben, die Kapillaren mit einem Deckel verschlossen
und in den LightCycler® eingesetzt. Die verwendeten Primer wurden alle, fertig her-
gestellt und fur ihre Zielsequenzen getestet, bei der Firma Qiagen erworben (Quanti-
Tect® Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland). Diese Primer sind fur die Ver-
wendung mit Sybr Green 1 (Qiagen, Hilden, Deutschland) erprobt und sind so entwi-

ckelt worden, dass ein kombinierter Annealing/Enlongations-Schritt bei 60°C durch-
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gefuhrt werden kann. Daher wurde der LightCycIer® auf folgende PCR-Schritte pro-

grammiert:

s 35 Zyklen

: Pra- ; . : :

: Inkubation : Amplifikation Schmelzkurve : Kuhlung : Ende

: EDe- Annealing/ De- Annealing Schmelzen | :
"naturierung Elongation * naturierung

[ 95°C | 95°C

| 1omin. | 10sek.

Kontinuierlich
0,1°C/Sek.

Abbildung 3-7 Programm fiir den LightCycler® zur Durchfiihrung der quantitativen PCR.

Entsprechend des abgelaufenen Programmes erfolgte nach der Amplifikation die
Erstellung einer Schmelzkurve. Dabei wurde die Temperatur kontinuierlich um 0,1°C
pro Sekunde von 65°C auf 95°C erhoht. Die entstandene DNA schmolz, 16ste also
ihre Doppelstrangstruktur, abhangig von der Grolde des Endproduktes, auf. Grolde
Produkte schmolzen dabei spater als Kleine. Bei diesem Prozess wurde der Fluores-
zenzfarbstoff, in diesem Fall Sybr Green 1, frei. Die Veranderung der Fluoreszenz
konnte gemessen werden und es zeigte sich bei der entsprechenden Temperatur
eine am Computer graphisch dargestellte Spitze bei der Auftragung von Fluoreszenz
(y-Achse) gegen Temperatur (x-Achse). Unspezifische Produkte, wie zum Beispiel
Primerdimere, schmolzen bei einer niedrigeren Temperatur als das gesuchte Pro-
dukt. Uber die Analyse der Schmelzkurve konnte man somit die Spexzifitat fir die ge-
suchte Struktur ermitteln. Aus dem Verhaltnis der Fluoreszenz (y-Achse) und Zellzyk-
lusnummer (x-Achse) konnte nun im Anschluss der relative Ruckschluss auf die Ex-
pression gezogen werden. Je friher sich eine exponentielle Zunahme der Fluores-

zenz zeigte, desto hoher war die Expression des entsprechenden Gens.

95



Material und Methoden

3.9.6 Verwendete Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Qiagen (QuantiTect® Primer Assay,
Qiagen, Hilden, Deutschland) bezogen. Hierbei lagen jeweils Vorwarts- und Ruck-
warts-Primer als lyophilisiertes Pulver in einem Rohrchen vor. Das Pulver wurde mit
1,1 ml TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer, 1M Tris-HCL, 0,1M EDTA, pH 8,0, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) versetzt, um eine zehnfach konzentrierte Primer-
I6sung zu erhalten, und anschlie®end in kleinen Aliquots bei -20°C aufbewahrt. Die
Primer wurden direkt aus der Datenbank von Qiagen bestellt und waren somit bereits
gegenuber ihrer Zielsequenz getestet. Die exakte Sequenz der Primer wurde jedoch
vom Hersteller nicht mitgeteilt. Auch die PCR-Bedingungen waren bereits getestet.
So konnten alle Primer bei einer Temperatur von 60°C gleichzeitig im Annealing- und
Elongationsschritt in der gPCR verwendet werden. Der Abgleich der Zielstrukturen
sowie deren entsprechenden Proteine erfolgte Uber die Gen-Suchfunktion der Web-
seite www.ncbi.nlm.nih.gov.

Bezlglich der Details der einzelnen Primer siehe folgende Tabelle:

Primer

Offizieller | Gen- Refseg- Kodiertes Protein /

Name Symbol | Transkript Entrez Gene ID Spezies Entrez proteins Assay Name / Hersteller
Actin Actin, cytoplasmic 1/ Rn_Actb_1_SG QuantiTect

’ Actb NM_031144 | 81822 Ratte ! Primer Assay / Qiagen, Hil-
beta NP_112406

— den, Deutschland

Collagen, Collagen alpha-2(1) Rn_Col1a2_1_8SG, Quanti-
type 1, Col1a2 | NM_053356 | 84352 Ratte chain precursor / Tect Primer Assay / Qiagen,
alpha 2 NP_445808 Hilden, Deutschland

Tabelle 3-20 Verwendete Primer in der qPCR.

3.10 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden mindestens dreifach durchgefuhrt, die Ergebnisse sind als Mit-
telwert +/- Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Prism Version 6.0c (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Unterschiede zwi-
schen einzelnen Stichproben wurden mit dem unpaired Student’s T-Test untersucht.
Zur Unterscheidung zwischen mehreren Stichproben wurde eine Analyse mittels
one-way ANOVA mit Tukey multiple comparison Test durchgefihrt. Als statistisch
signifikant wurde dabei ein p-Wert <0,05 (* = p <0,05, ** = p <0,01, *** = p <0,005)

angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung und ldentifikation der Pancreatic Stellate Cells

Die Isolation von Pankreatic Stellate Cells (PSC) ist bereits 1998 von zwei unabhan-
gigen Arbeitsgruppen beschrieben worden (M V Apte et al., 1998; Bachem et al.,
1998). Am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf wurde das Verfahren jedoch fur
die vorliegende Dissertation und Beantwortung der Fragestellungen neu etabliert.
Nachdem die einzelnen Isolationsschritte an hiesige Bedingungen angepasst wur-
den, sollten einige Eigenschaften der Zellen zunachst charakterisiert werden bevor
die einzelnen Versuche bezuglich der Fragestellung begonnen wurden.

Als erstes wurde die Wachstumsrate der Zellen untersucht (siehe Abbildung 4-1).
Hierzu wurden die Zellen am Tag der Isolation und dann jeweils an den Folgetagen
bis zu 100% Konfluenz zur Bestimmung ihrer Morphologie und Quantifizierung mik-
roskopiert und gezanhlt (siehe 3.3.1). So konnten die optimalen Tage fur Farbungen,

Zellpassage und die Planung der anschlielenden Versuche festgelegt werden.

Wachstumskinetik
100% Konfluenz

1.5%106%+ /

4 Isolation

5.0%1054 j

L} L] L}
0 1 2 3 B 5 6

Abbildung 4-1 Wachstumskinetik von PSC.
PSC wurden isoliert, die Zellen gezahlt, ihre Vitalitat bestimmt und zu gleichen Teilen in zwei 6-Well-
Platten ausgesat. Dann wurde taglich ein Well trypsiniert, zentrifugiert, in Medium resuspendiert und
erneut die Vitalitdt und Zellzahl sowie die Morphologie der Zellen bestimmt bis 100% Konfluenz
erreicht wurde und das Wachstum ein Plateau erreicht hatte. Dies war an Tag 6 nach der Isolation.
Gezeigt sind die Ergebnisse aus 3 Versuchen.

Es ist beschrieben, dass PSC in einer inaktiven und aktiven Form vorliegen kénnen
(Haber et al., 1999). In den ersten Tagen nach der Isolation besteht die inaktive
Form, die durch das Vorliegen von Desmin, einer noch leicht gedrungen Form und
intrazellularen Lipideinschlissen ausgemacht wird. Im Lauf der nachsten Tage ge-

hen die Zellen dann unter Kulturbedingungen in ihren aktivierten Zustand Uber. Es
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entwickeln sich langere Zellfortsatze und die Zellen werden positiv fir a-SMA (M V
Apte et al., 1998).

Fur die Darstellung von Desmin und intrazellularen Lipideinschissen wurden die Zel-
len 2 Tage nach Isolation zytochemisch untersucht, da diese Eigenschaften verloren
gehen je langer sich die Zellen in Kultur befinden. Sichtbar wird in Abbildung 4-2a
eine braunliche Farbung fur Desmin mit noch groRem Zellkern und relativ kleinem
Zellkorper. In Abbildung 4-2b zeigen sich schwach fluoreszierende Lipideinschlisse
im Zytoplasma. Fur PSC ist bekannt, dass sie in ihrem inaktiven Zustand Vitamin A
in kleinen Fettvakuolen speichern und diese Eigenschaft wahrend der Aktivierung
verlieren (Vonlaufen et al., 2010).

Mit weiterem Verlauf in Kultur werden die Zellen positiv fur a-SMA. Abbildung 4-2c
zeigt zwei Zellen nach 3 Tagen in Kultur, die bereits positiv fur a-SMA sind. Dies wird
in der Literatur als ein Marker flr den Aktivierungsprozess der Zellen angesehen. In
Abbildung 4-2d sind native Zellen nach 4 Tagen in Kultur dargestellt, die bereits ei-
nen Myofibroblasten-artigen Phanotypen mit langen Zellauslaufern angenommen

haben.

Abbildung 4-2 Darstellung Zell-
spezifischer Charakteristika.

(a) PSC der Ratte wurden isoliert, in
eine 24-Well-Platte ausgesat und fir 2
Tage in Kultur gehalten. Dann wurde in
Methanol und PFA fixiert und die Zel-
len auf Desmin mit HRP-gekoppeltem
2. Antikdrper gefarbt. Zu sehen ist die
braunliche Farbung durch Umsatz des
DAB+/Chromogen  Substrates  mit
HRP, VergroRerung 100x. (b) In glei-

.
cher Weise wurden die PSC in Kultur
gehalten, dann in Glutaraldehyd fixiert
und mit Nile red gefarbt. Dargestellt
sind die leicht fluoreszierenden Lipide-
inschliisse in den PSC, die noch am
Anfang durch Vitamin A Speicherung
auftreten, VergréRBerung 100x. (c) Die
PCS wurde isoliert, in eine 24-Well-
Platte ausgesat und fur 3 Tage in Kul-
tur gehalten. Dann mit Methanol und
PFA fixiert sowie auf a-SMA mit 2.
HRP-gekoppeltem Antikorper inkubiert.

Die Entwicklung erfolgte mittels
DAB+/Chromogen. Es zeigte sich die Darstellung der braun angefarbten a-SMA Filamente, Vergrof3e-
rung 100x. (d) Darstellung nativer Zellen nach 3 Tagen in Kultur. Es zeigte sich die typische spindelar-
tige Form mit langen Zellauslaufern aktivierter PSC, Vergrofierung 40x.
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4.2 Dosisabhangiger Effekt von PDGF-BB auf die Aktivierung von PDGFR-(,
ERK 1/2 und AKT

PDGEF spielt fur viele Zellen, Uber die Stimulation des PDGFR, eine zentrale Rolle bei
der Induktion von Signalkaskaden fur die Proliferation und Fibrogenese. Dieser Effekt
ist auch in PSC beschrieben. ERK 1/2 spielt dabei vornehmlich eine Rolle bei der
Proliferation und AKT bei der Zellmigration und Induktion fibrotischer Umbauprozes-
se (Jaster et al., 2002; Masamune et al., 2003). Zur Analyse der dosisabhangigen
Wirkung von PDGF-BB auf dessen Rezeptor PDGFR- und die daran anschliel3en-
den Signalwege uber ERK1/2 und AKT wurden zwei Dosen untersucht. Bei der Akti-
vierung der einzelnen Proteine kommt es Uber Proteinkinasen zu einer Phosphorylie-
rung von Aminosaureresten. Diese Phosphorylierung wurde zur Abbildung der Aktivi-
tat der Proteine im Western Blot dargestellt. Hierzu wurden die Zellen isoliert, bei
100% Konfluenz einmalig passagiert und nach weiteren 2 Tagen fur 24 Stunden oh-
ne FKS im Medium gehalten. Dann erfolgte die Stimulation mit PDGF-BB in einer
Konzentration von 10 oder 25 ng/ml fur 5 Minuten. Die Ergebnisse sind in Abbildung
4-3 zusammengefasst.

Die Ergebnisse wurden auf ihre jeweilige Beladungskontrolle normalisiert und dann
in Prozent zur Kontrolle (nicht stimulierte Zellen) wiedergegeben. Fur die Stimulation
von pPDGFR Tyr751 (Abbildung 4-3a) zeigte sich ein dosisabhangiger Zusammen-
hang mit proportional zur Dosis steigender Aktivitat und statistisch signifikantem Un-
terschied zwischen Kontrolle und einer Dosis von 25ng/ml (* = p<0,05). Dieses Bild
zeigte sich auch im Fall von pERK Thr202/Tyr204 (Abbildung 4-3c). Hier bestand
jedoch eine nur minimal hohere Stimulation durch 25ng/ml ohne statistische Signifi-
kanz zu 10ng/ml. Beide Dosen zeigten eine signifikant hohere Stimulation im Ver-
gleich zur Kontrolle (* = p<0,05). Fur pAKT Ser473 (Abbildung 4-3b) bestand eine
starkere Stimulierung in der niedrigeren Dosis von 10ng/ml, beide Dosen bewirkten
jedoch eine statistisch signifikante Stimulation von pAKT (* = p<0,05) ohne sich von-
einander signifikant zu unterscheiden. Anhand dieser Daten liel3 sich die dosisab-
hangige Induktion von pPDGFR, pAKT und pERK durch PDGF-BB darstellen. Darauf
aufbauend wurde fur alle weiteren Versuche eine Dosis von 25ng/ml verwendet. Die
schwachere Wirkung im Fall von AKT wurde dabei in Kauf genommen, da auch
25ng/ml hier signifikante Ergebnisse erzielte und dies fur pPDGFR und pERK die

bessere Dosis war.
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Abbildung 4-3 Dosisabhédngigkeit von PDGF-BB fiir die Stimulation von PDGF-Rezeptor beta,
ERK 1/2 und AKT.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fiir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Es wurde keine Stimulation oder PDGF-BB 10ng/ml oder 25ng/ml hin-
zugegeben und fur 5 Minuten belassen. Die Zellen wurden lysiert und per Western Blot auf pPDGFR-
beta, pERK 1/2 und pAKT analysiert. Die Membranen wurden mit Stripping-Puffer behandelt und zur
Beladungskontrolle auf Actin untersucht. (a) Fur die Aktivierung von pPDGFR-beta zeigte sich eine
starkere Stimulation mit 25ng/ml. (b) Fur die Aktivierung von pAKT zeigte sich eine starkere Stimulati-
on bei 10ng/ml und fir (¢) pERK 1/2 zeigte sich die Stimulation etwa gleich stark fiir beide Dosierun-
gen. Die Daten zeigen reprasentative Ergebnisse aus insgesamt 3 Versuchen.
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4.3 Zeitabhangiger Effekt von PDGF-BB auf die Aktivierung von PDGFR-(,
ERK 1/2 und AKT

Zur weiteren Optimierung der Versuchsbedingung und Charakterisierung der Signal-
kaskaden in PSC wurde untersucht, ob ein zeitabhangiger Effekt der PDGF-
Stimulation vorliegt. Hierzu wurden die Zellen isoliert, bei 100% Konfluenz einmalig
passagiert und nach weiteren 2 Tagen fur 24 Stunden ohne FKS im Medium gehal-
ten. Dann erfolgte die Stimulation mit PDGF-BB in einer Konzentration von 25ng/ml
zu den Zeitpunkten 2, 5, 10, 15, 30 Minuten und eine Darstellung des Phosphorylie-
rungsstatus von PDGFR, ERK 1/2 und AKT mittels Western Blot. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4-4 gezeigt. Fir pPDGFR-beta Tyr751 (Abbildung 4-4a) zeigte sich
ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle bei 5 Minuten (*** = p<0.005)
und konsekutivem Abfall der Aktivitat fur die langeren Zeitrdaume. pERK 1/2
Thr202/Tyr204 (Abbildung 4-4b) zeigte eine signifikante Stimulation fur 2 und 5 Minu-
ten (* = p<0.05), wobei die Stimulation ebenfalls bei 5 Minuten am héchsten war und
dann abnahm. Bei pAKT Ser473 bestand die starkste Stimulation bei 2 Minuten, die
jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. 5 Minuten hingegen zeigten auch hier
starke Stimulation mit statistischer Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle (* = p<0,05)
und bei langeren Zeitraumen einen erneuten Abfall der Phosphorylierung (Abbildung
4-4c).

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich in Erganzung zum dosisabhangigen Verlauf
zusammenfassen, dass eine gute stimulatorische Wirkung durch PDGF-BB auf die
untersuchten Proteine bei 25ng/ml und einer Stimulationszeit von 5 Minuten besteht.
Eine langere Stimulation bis 30 Minuten steigert die Aktivitdt von PDGFR, ERK 1/2
und AKT nicht weiter.
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Abbildung 4-4 Zeitabhangigkeit
pPDGFR-B _ von PDGF-BB fiir die Stimulation

. von PDGF-Rezeptor beta, ERK 1/2
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4.4 Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib mesylate auf die Aktivierung
von PDGFR-B, ERK1/2 und AKT

Die Stimulation des PDGF-Rezeptors sowie von EKR1/2 stellen zentrale Signalwege
fur die Proliferation und Fibrogenese dar. In den humanen (M-07c) und murinen
(32D) myeloischen Leukamiezelllinien wurde eine Inhibition des Phosphorylierungs-
prozesses von PDGFR, ERK1/2 und AKT durch Imatinib mesylate und gleichzeitige
Inhibition der Proliferation beschrieben (Buchdunger et al., 2000; Heinrich et al.,
2000). Die Blockierung dieser Signalwege sollte zunachst in PSC gezeigt werden.
Hierzu wurden die Zellen nach einmaliger Passage und bei ca. 90% Konfluenz mit
serumfreiem Medium fur 24 Stunden inkubiert, dann nicht behandelt oder mit Imati-
nib mesylate (0,1, 1, 10 und 20uM) fur 4 Stunden, gefolgt von PDGF 25ng/ml fur 5
Minuten, inkubiert.

Fir die Phosphorylierung von PDGFR (Abbildung 4-5a) an Tyr751 zeigte sich eine
dosisabhangige, inhibitorische Wirkung von Imatinib mesylate mit statistischer Signi-
fikanz fur 1 und 10uM im Vergleich zur Kontrolle. Die Aktivierung von AKT und
EKR1/2 zeigte ein weniger einheitliches Bild. Fur AKT (Abbildung 4-5b) zeigte sich
im Vergleich zur Kontrolle keine Abnahme der Phosphorylierung in den niedrigeren
Dosierungen von 0,1 und 1uM, jedoch auch nicht fur 10uM ohne Zugabe von PDGF-
BB. Ab einer Dosis von 10uM mit Zugabe von PDGF-BB bestand sogar eine Erho-
hung der Aktivitat. Um zu sehen, ob dies ein dosisabhangiger Effekt war, wurde die
Dosierung um eine noch héhere Dosis (20uM) erweitert. Darunter erreichte die Sti-
mulation schlieRlich auch statistische Signifikanz (* = p<0,05). Ahnlich zeigte sich die
Aktivierung von ERK 1/2 (Abbildung 4-5c), wo es jedoch in den Dosierungen von 0,1
und 1uM zu einer statistisch nicht signifikanten Erniedrigung der Phosphorylierung
kam. Ab 20uM bestand auch bei ERK 1/2 eine signifikante Erhohung der Aktivitat (*
= p<0,05). Zusammenfassend kam es bei diesen Versuchen somit bei steigender
Dosierung von Imatinib mesylate zu einer abnehmenden Aktivitdit des PDGF-

Rezeptors und einer zunehmenden Aktivitat von AKT und EKR 1/2.
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Abbildung 4-5 Dosisabhangige Wirkung von Imatinib mesylate auf PDGF-Rezeptor beta, ERK
1/2 und AKT.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Es wurde keine oder eine Behandlung mit Imatinib mesylate (0,1, 1, 10
oder 20uM) fir 4 Stunden durchgefiihrt und dann keine oder eine Stimulation mit PDGF-BB 25ng/ml
fur 5 Minuten durchgefiihrt. Die Zellen wurden lysiert und per Western Blot auf (a) pPDGFR, (b) pERK
und (c) pAKT analysiert. Die Membranen wurden mit Stripping-Puffer behandelt und zur Beladungs-
kontrolle auf Actin untersucht. Zu sehen war (a) eine dosisabhangige Inhibition der Aktivitat des
PDGF-Rezeptors bei 1 und 10uM Imatinib mesylate. Fir (b) AKT und (c) ERK zeigte sich jedoch eine
inhibitorische Wirkung nur bis 1uM ohne statistische Signifikanz. Ab einer Dosierung von 10uM be-
stand eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT und ERK, die jedoch noch nicht statistisch signifi-
kant war. Um herauszufinden, ob sich dies bei steigender Dosierung andert, wurde zusatzlich mit
20uM inkubiert. Hier zeigte sich eine weitere, statistisch signifikante (* = p<0,05) Zunahme der Aktivi-
tat. Die Daten zeigen reprasentative Ergebnisse aus insgesamt 4 Versuchen.
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4.5 Wachstumshemmender Effekt von Imatinib mesylate auf Pancreatic Stel-
late Cells im MTT-Assay

Fir die Pankreaskarzinomzelllinie L3.6pl und Lungenfibroblasten wurde ein wachs-
tumshemmender Effekt und Inhibition des PDGF-Rezeptors durch Imatinib mesylate
beschrieben (Aono et al., 2005; Hwang et al., 2003). Dies sollte in der vorliegenden
Arbeit mittels MTT-Assay an PSC gezeigt werden (Abbildung 4-6). Hierzu wurden die
isolierten PSC nach 5 Tagen einmalig passagiert, gezahlt und 30.000 Zellen pro 24-
Well-Platte ausgesat. Nach 24 Stunden normalen Kulturbedingungen erfolgte die
Inkubation fur 24 Stunden in serumfreiem Medium und schliel3lich keine Behandlung
oder die Zugabe von PDGF-BB 25ng/ml, Imatinib mesylate 10uM oder Imatinib me-
sylate 10uM plus PDGF-BB 25ng/ml fur 72 Stunden. Dabei zeigte sich kein statis-
tisch signifikantes Ergebnis zwischen der Kontrolle und PDGF-BB 25ng/ml, die Ten-
denz zur Proliferation der Zellen wurde jedoch abgebildet. Ein statistisch signifikanter
Unterschied bestand jedoch zwischen PDGF-BB 25ng/ml und PDGF-BB 25ng/ml
plus Imatinib mesylate 10uM, was die inhibitorische Funktion von Imatinib mesylate
deutlich machte. Die beiden Proben, die mit Imatinib mesylate inkubiert wurden, zeig-
ten keinen statistisch signifikanten Unterschied zur Tag 0 Kontrolle, was darauf ruck-
schlielen liel3, dass hier in etwa gleich viele stoffwechselaktive Zellen vorhanden
waren. Zusammenfassend wirkte Imatinib mesylate sowohl in Abwesenheit von
PDGF-BB als auch in dessen Anwesenheit inhibitorisch auf die Proliferation von
PSC.
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4.6 Imatinib mesylate induziert seine wachstumshemmende Wirkung nicht
durch Apoptose

Fir Imatinib mesalyte sind unterschiedliche Mechanismen bezlglich seines hem-
menden Effektes auf die Zellproliferation beschrieben. Einerseits konnte in
Glioblastom-Zelllinien gezeigt werden, dass das Zellwachstum nicht durch Apoptose
sondern vielmehr durch einen Zellzyklus-Arrest entsteht (Kilic et al., 2000). Anderer-
seits wurde in Zelllinien fur das Dermatofibrosarkom protuberans und das Riesenzell-
fibroblastom, zwei infiltrative Hauttumore, gezeigt, dass die hemmende Wirkung von
Imatinib mesylate auf die Proliferation durch Apoptose entsteht (Sjoblom et al.,
2001).

Aufgrund der in Kapitel 4.5 gezeigten inihibitorischen Wirkung von Imatinib mesylate
auf die Proliferation von PSC sollte untersucht werden, ob dieser Effekt durch einen
Zelluntergang mittels Apoptose zu erklaren war. Hierzu wurden die Zellen nach ein-
maliger Passage zu gleichen Teilen ausgesat, fur jeweils 24 Stunden unter normalen
Kulturbedingungen, dann ohne Zugabe von FKS im Medium gehalten. Dann erfolgte
fur 48 Stunden eine Inkubation ohne Behandlung oder mit PDGF-BB 25ng/ml,
PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7, 10 oder 20uM sowie Cisplatin 100uM.
Cisplatin sollte hier als Positivkontrolle dienen. Die Entstehung von Apoptose wurde
dann mittels Western Blot durch Darstellung von Caspase-3 untersucht. Caspase-3,
ein Schlusselenzym der Apoptose, wird bei ihrer Aktivierung gespalten. Der hier
verwendete Antikorper machte im Western Blot das vollstandige Protein (35kDa) und
das Spaltprodukt (17kDa) separat sichtbar. Diese Spaltung wurde als Induktion von
Apoptose gewertet (siehe Abbildung 4-7).

Zu sehen war keine Aktivierung von Caspase-3 fur die Kontrolle, PDGF-BB 25ng/ml
und alle Konzentrationen von Imatinib mesylate. Cisplatin hingegen zeigte eine
Spaltung und damit Aktivierung von Caspase-3. In PSC wurde somit durch die
Behandlung mit Imatinib mesylate bis zu einer Konzentration von 20uM keine

Apoptose induziert.
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Abbildung 4-7 Effekt von Imatinib mesylate auf die Induktion von Apoptose.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Es wurde keine oder eine Behandlung mit PDGF-BB 25ng/ml, PDGF-
BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7, 10 oder 20uM sowie Cisplatin 100uM fir 48 Stunden
durchgefuhrt. Das Medium mit den Stimulantien/Inhibitoren wurde nach 12 Stunden gewechselt. Die
Zellen wurden lysiert und per Western Blot auf vollstandige Caspase-3 sowie das bei der Aktivierung
entstehende grofle Spaltprodukt p17 (17kDA) analysiert. Die Membranen wurden mit Stripping-Puffer
behandelt und zur Beladungskontrolle auf Actin untersucht. Die Daten zeigen reprasentative
Ergebnisse aus insgesamt 3 Versuchen.

4.7 Hemmung der Expression und Freisetzung von Kollagen Typ | durch Ima-
tinib mesylate

Fur den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib mesylate ist beschrieben, dass es in derma-
len und pulmonalen Fibroblasten Uber eine Hemmung des PDGF-Rezeptors zur In-
hibition fibrotischer Umbauprozesse kommt (Aono et al., 2005; Distler et al., 2007).
Die Freisetzung extrazellularer Matrixproteine spielt fir den fibrotischen Umbau bei
der chronischen Pankreatitis eine entscheidende Rolle. So konnte z.B. ein Zusam-
menhang zwischen PDGF und der Freisetzung von Kollagen Typ | in PSC gezeigt
werden (Luttenberger et al., 2000). Darauf beruhend wurde die inhibitorische Funkti-
on von Imatinib mesylate auf die Expression von Kollagen Typ | in PSC getestet.
Kollagen unterliegt bei dessen Biosynthese vielen Einflissen (posttranskriptional,
posttranslational, beim Transport nach extrazellular und der konsekutiven Fertigstel-
lung der vollstandigen Kollagenfibrillen). Daher wurde die Inhibition der Kollagensyn-
these durch Imatinib mesylate auf verschiedenen Ebenen getestet.

Zunachst wurde untersucht, ob es zu einer Reduktion von extrazellularem Kollagen

Typ | kommt. Dazu erfolgte ein ELISA aus den Zellkulturiberstanden. Die PSC wur-
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den hierzu isoliert, nach 5 Tagen einmalig passagiert, fur 2 weitere Tage in Kultur
gehalten und schlieBlich fur 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Fir die
Kollagenbiosynthese wird Ascorbinsaure bendtigt, die dem Medium zugegeben wur-
de. Die Zellen wurden dann nicht behandelt oder mit PDGF-BB 25ng/ml, PDGF-BB
25ng/ml plus Imatinib mesylate 7, 10 oder 20uM fur 24 Stunden inkubiert. Die Ergeb-
nisse sind in Abbildung 4-8 dargestellt und zeigen einen statistisch signifikanten, do-
sisabhangigen Abfall von Kollagen Typ | im Zellkulturiberstand fur alle Dosierungen

von Imatinib mesylate (* = p<0,05).

ELISA - Kollagen Typ |

100~ —_
P —
o T
S -
g 75 I
]
X
o 50+
T
g
N 25+
S
o
0- T T T T
N qu) N & <&
& DA

P: PDGF-BB in ng/ml
I: Imatinib in yM
Inkubationszeit: 24 Std.

Abbildung 4-8 Dosisabhangige Inhibition durch Imatinib mesylate auf Kollagen Typ | im Zell-
tiberstand.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Dem Medium wurde dann Ascorbinsdure hinzugegeben und die Zellen
nicht behandelt oder mit PDGF-BB 25ng/ml, PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7, 10 oder
20uM fiir 24 Stunden inkubiert. Das Medium mit den Stimulantien/Inhibitoren wurde nach 12 Stunden
gewechselt. Aus den Zellkulturiiberstdnden wurde ein indirekter ELISA auf Kollagen Typ | durchge-
fuhrt. Die Daten zeigen Ergebnisse aus insgesamt 3 Versuchen.

Im nachsten Schritt wurde fur die geringste, wirksame Dosis von Imatinib mesylate
im ELISA (7uM) eine Untersuchung auf zytoplasmatischer Ebene durchgefuhrt. Er-
ganzt wurde bei dieser Untersuchung eine Inhibition durch Imatinib ohne Zugabe des
Stimulans PDGF-BB, um zu untersuchen, ob die gleichzeitige Stimulation des Re-
zeptors eine Rolle bei der Expression spielt. Die Zellen wurden wie fur den ELISA
isoliert und in Kultur gehalten, jedoch konnte hierbei auf die Zugabe von Ascorbin-

saure verzichtet werden. Es erfolgte dann die Inkubation mit PDGF-BB 25ng/ml, Ima-
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tinib mesylate 7uM oder PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7uM fur 24 Stun-
den sowie keine Behandlung fur die Kontrolle. Die Zellen wurden dann lysiert und
mittels Western Blot auf Kollagen Typ | untersucht. Hierbei zeigte sich eine statistisch
signifikante Reduktion von Kollagen Typ | (* = p<0,05) sowohl fur Imatinib mesylate
ohne PDGF-BB als auch fur die gleichzeitige Behandlung. Die Beladung der einzel-
nen Proben wurde mittels Actin kontrolliert und dann im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle wiedergegeben (siehe Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9 Dosisabhédngige Reduktion von zytoplasmatischem Kollagen Typ | durch Imati-
nib mesylate.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Es wurde keine oder eine Behandlung mit PDGF-BB 25ng/ml, Imatinib
mesylate 7uM oder PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate 7uM fir 24 Stunden durchgefihrt. Das
Medium mit den Stimulantien/Inhibitoren wurde nach 12 Stunden gewechselt. Die Zellen wurden ly-
siert und per Western Blot auf Kollagen Typ | analysiert. Die Membranen wurden mit Stripping-Puffer
behandelt und zur Beladungskontrolle auf Actin untersucht. Die Daten zeigen reprasentative Ergeb-
nisse aus insgesamt 6 Versuchen.

Schliel3lich wurde untersucht, ob die inhibitorische Wirkung auf die Kollagenprodukti-
on auch auf Ebene der Genexpression nachgewiesen werden konnte (Abbildung
4-10). Die Zellen wurden, wie in den Schritten zuvor, isoliert, kultiviert und dann mit
PDGF-BB 25ng/ml, PDGF-BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate (7, 10 oder 20uM) und
Cisplatin 100puM oder ohne Behandlung fur 24 Stunden inkubiert. Dann wurde RNA
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aus den Zellen isoliert, diese mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben
und mittels qPCR quantifiziert. Dabei zeigte sich fur alle Dosierungen von Imatinib
mesylate eine statistisch signifikante, dosisabhangige Reduktion der Kollagen Typ |
Expression (PDGF-BB 25ng/ml + Imatinib mesylate 7uM: * = p<0,05; PDGF-BB
25ng/ml + Imatinib mesylate 10pM: ** = p<0,01; PDGF-BB 25ng/ml + Imatinib me-
sylate 20uM: *** = p<0,005). Cisplatin interkaliert mit der DNA, hemmt damit die Ge-
nexpression und bewirkt so eine Storung der Zellfunktion auf vielen Ebenen. In die-
sem Versuch diente Cisplatin als Negativkontrolle. Die Kollagensynthese wurde nur
gering reduziert (Ergebnisse nicht statistisch signifikant) und war am ehesten durch

den Zelluntergang unter Cisplatin bedingt.
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Abbildung 4-10 Dosisabhédngige Reduktion der Genexpression von Kollagen Typ | durch Imati-
nib mesylate.

PSC wurden isoliert, fir 5 Tage kultiviert, einmalig passagiert, gezahlt, zu gleichen Teilen in 6-Well-
Platten ausgesat, fir 2 Tage unter normalen Kulturbedingungen, dann fiir 24 Stunden ohne Zugabe
von FKS im Medium gehalten. Es wurde keine oder eine Behandlung mit PDGF-BB 25ng/ml, PDGF-
BB 25ng/ml plus Imatinib mesylate (7, 10 oder 20uM) und Cisplatin 100uM fur 24 Stunden durchge-
fuhrt. Das Medium mit den Stimulantien/Inhibitoren wurde nach 12 Stunden gewechselt. Die Zellen
wurden trypsiniert und zentrifugiert. RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Expression
von Kollagen Typ | mittels gPCR untersucht. Die Expression ist in Relation zum Housekeeping-Gen
beta-Actin und dann im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle untersucht worden. Die Daten zeigen
reprasentative Ergebnisse aus insgesamt 5 Versuchen.
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Im letzten Schritt sollte die Reduktion der Kollagenfibrillen noch bildmorphologisch

festgehalten werden (Abbildung 4-11). Dazu wurden die Zellen wie zuvor beim Wes-

tern Blot isoliert und in Kultur gehalten, nach der ersten Passage auf Objekttrager mit

Glaskammer ausgesat, 24 Stunden in serumfreiem Medium gehalten und schlie3lich
nicht behandelt oder mit PDGF-BB 25ng/ml, Imatinib mesylate 7uM, PDGF-BB
25ng/ml plus Imatinib mesylate 7uM fur 24h inkubiert. Fur die Farbung wurden die

Zellen mit Aceton fixiert und auf Kollagen und a-SMA mit fluoreszierendem 2. Anti-

korper untersucht. Dargestellt wurde Kollagen in gran (Alexa Fluor 488) und a-SMA

in rot (Alexa Fluor 594). Die Kerngegenfarbung erfolgte mit Bisbenzimid (blau). Auch

in der Immunfluoreszenz zeigte sich eine deutliche Abnahme von Kollagen Typ | bei

weiterhin darstellbaren Zellen mit schwacher a-SMA Auspragung.

Kontrolle

PDGF

Imatinib

Imatinib + PDGF

Kollagen Typ |

Kollagen
alpha-SMA
Dapi

Abbildung 4-11 Bildmorphologische
Darstellung der Reduktion von Kol-
lagen Typ | durch Imatinib mesylate
in der Immunfluoreszenzfarbung.

PSC der Ratte wurden isoliert, bis etwa
90% Konfluenz in Zellkultur gehalten,
passagiert, in Objekttrager mit Glas-
kammer ausgesat und fir weitere 24
Stunden in Kultur gehalten. Dann wur-
de das Zellkulturmedium ohne Zugabe
von FKS gewechselt, fir 24h belassen
und die Zellen ohne oder mit Behand-
lung von PDGF-BB 25ng/ml, Imatinib
mesylate 7uM, PDGF-BB 25ng/ml plus
Imatinib mesylate 7uM fir 24h inku-
biert. Die Zellen wurden anschlieRend
mit Aceton fixiert und es erfolgte die
Fluoreszenzfarbung auf Kollagen Typ |
(grin) sowie alpha-SMA (rot). Die
Kernfarbung (blau) wurde mit Bisben-
zimid durchgefihrt. Links: Kollagen
Typ | Darstellung. Rechts: Uberlage-
rung der 3 Farbungen im gleichen
Bildausschnitt. Vergroferung 100x.
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5 Diskussion

5.1 Nachweis und Funktionszustand von Pancreatic Stellate Cells

Bereits 1876 gelang Karl von Kupffer in der Leber der Nachweis von Hepatic Stellate
Cells (HSC). Die Erstbeschreibung von ahnlichen Zellen im Pankreas folgte erst
1982 (Watari et al., 1982). Dabei wurden Zellen mit reichhaltigem Einschluss von
Lipidtropfchen beschrieben, welche sich als Vitamin-A Einschlisse herausstellten.
Erst nach der Isolation 1998 (M V Apte et al., 1998; Bachem et al., 1998) wuchs das
Wissen Uber diesen Zelltyp, welcher im Verlauf, entsprechend der HSC, Pancreatic
Stellate Cells (PSC) benannt wurde.

PSC zeichnen sich, ahnlich ihrem Gegenuber in der Leber, durch eine Reihe von
Zytoskelettmerkmalen und Funktionen aus, die in den Jahren nach der Isolation be-
schrieben wurden. Inaktive PSC besitzen lange, zytoplasmatische Fortsatze, einen
zentralen Zellkorper mit relativ groRem Kern, Lipideinschlisse, sind positiv fur Des-
min aber negativ fur a-SMA und haben eine niedrige Zellteilungsrate. Im aktivierten
Zustand wandelt sich der Phanotyp. Es kommt zu einem Verlust der Lipideinschlis-
se, Positivitat von a-SMA, hohem mitotischen Index und Bildung von Wachstumsfak-
toren sowie deren Rezeptoren (Haber et al., 1999; Karger et al., 2008).

Aufgrund der Tatsache, dass die Zellisolationsmethode fur die angefertigte Arbeit
neu am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf etabliert wurde, sollten einige der
oben genannten Charaktereigenschaften der Zellen untersucht werden, um Reinheit,
Zellteilung und Funktionszustand unter hiesigen Bedingungen festzustellen.

So konnte gezeigt werden, dass die Zellen an den ersten Tagen nach der Isolation
einen zentralen Zellkérper mit Zellauslaufern besafden und sich positiv fur Desmin
sowie intrazellulare Lipideinschlisse farbten (siehe Abbildung 4-2). Es sei an dieser
Stelle erwahnt, dass, wahrend Morphologie und Lipideinschlisse sich immer ahnlich
zeigten, fur die Farbungen auf Desmin deutliche Unterschiede bestanden. Dies ist im
Einklang mit der in der Literatur beschriebenen, sehr variablen, Desminexpression in
PSC, die zwischen 20 und 40% angegeben wird (Bachem et al., 1998). Im Verlauf
von drei Tagen nach der Isolation wurden die Zellen nahezu 100% positiv fur a-SMA
(siehe Abbildung 4-2) und verloren ihre Lipideinschlisse, die Zellkorper zeigten sich
grolRer und die Zellteilungsrate nahm einen annahernd exponentiellen Verlauf bis zur
Konfluenz (siehe Abbildung 4-1). Diese Eigenschaften wurden so interpretiert, dass

die PSC in einen aktivierten Zustand Ubergegangen sind. a-SMA ist bei dieser Ent-
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wicklung kritisch zu hinterfragen. Es ist zwar ein Bestandteil aktivierter Zellen, jedoch
werden auch Myofibroblasten positiv fur a-SMA mit ihrer Aktivierung. Somit wurde a-
SMA im Verlauf eher als ein Transdifferenzierungsmarker fur einen myofibroblasten-
ahnlichen Phanotypen angesehen, als fur einen Marker fur die PSC Aktivitat per se
(Krizhanovsky et al., 2011). Ein stabiles Kriterium fur PSC Aktivierung scheint jedoch
der Verlust der Lipideinschlusse zu sein (Erkan et al., 2012).

Zusammenfassend konnten, mit Hilfe der untersuchten Eigenschaften, die PSC er-
kannt werden, es bestand eine hohe Reinheit von nahezu 100% nach drei Tagen in
Kultur und die Zellen zeigten ein typisches Verhalten fur Wachstum und Phanotyp

nach Aktivierung. Diese Daten sind im Einklang mit der beschriebenen Literatur.

5.2 Stimulation von pPDGF-RB, pERK1/2 und pAKT durch PDGF-BB

Die Stimulation von Pancreatic Stellate Cells (PSC) wurde bereits Gber eine Vielzahl
von Mechanismen beschrieben. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die
Stimulation durch TGF-B Uber den TGF-B1 Rezeptor eine entscheidende Rolle bei
der Migration der PSC spielt (M V Apte et al., 1999). Alkohol hingegen bewirkt Uber
eine Steigerung der PDGF induzierten NADPH-Oxidase Aktivitat (NADPH: Nicotina-
midadenindinukleotidphosphat) die Proliferation von PSC (Hu et al., 2007). Hama et
al. berichteten, dass Angiotensin Il, ein Blutdruck sowie den Salzhaushalt regulieren-
des Octapeptid des Renin-Angiotensin-Systems, PSC Uber die Transaktivierung des
EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor) zur Proliferation anregte (Hama et al.,
2006). Ebenso konnte gezeigt werden, dass CTGF (Connective Tissue Growth Fac-
tor) in PSC exprimiert wird und dieser autokrin, uber Bindung an ein a5@31-Integrin,
PSC zur Proliferation und Bildung von ECM stimuliert (Karger et al., 2008).

Der weitaus am besten beschriebene Mechanismus zur Stimulation von PSC ist der
Weg Uber das PDGF-System. So konnten schon fruh PDGF-Rezeptoren in aktivier-
ten PSC nachgewiesen werden. Dabei wurde PDGF als stark wirksames Mitogen fur
PSC identifiziert (M V Apte et al., 1999; Luttenberger et al., 2000; Schneider et al.,
2001).

Eine wichtige Rolle fur die intrazellulare Signalweiterleitung des PDGF-Rezeptors
spielen die Signalkaskaden Uber ERK1/2 und AKT. So konnte gezeigt werden, dass
PDGF eine Stimulation von ERK1/2 in PSC bewirkt und diese zur Proliferation an-
regt. Dieser Mechanismus konnte durch die Zugabe von PD98059, einem spezifi-

schen Inhibitor von MEK1/2, unterbunden werden (Jaster et al., 2002). Masamune et
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al. zeigten zudem in PSC eine Stimulation durch PDGF sowohl auf die Induktion von
pERK1/2 als auch auf pAKT (Masamune et al., 2003). Die Stimulation beider Enzy-
me konnte durch die Zugabe eines PI3K-Inhibitors, Wortmannin, gehemmt werden,
was nahelegt, dass eine Interaktion der beiden Wege in PSC existiert. Diese Interak-
tion scheint jedoch nur teilweise zu bestehen. So stellten McCarroll et al. dar, dass
die Induktion des PI3K/AKT-Signalweges durch PDGF vor allem fur die Migration von
Bedeutung war, diese jedoch von einer ERK1/2-induzierten Proliferation abhangig
war. Durch Inhibition, ebenfalls durch Wortmannin, der PI3K wurde die Aktivierung
von ERK1/2 geschwacht, jedoch nicht vollstandig gehemmt, was einen alternativen
Signalweg uber den PDGF-Rezeptor nahelegt (J. A. McCarroll et al., 2004).

Die Stimulation des PDGF-Signalweges uber ERK1/2 und AKT sollte auch in der vor-
liegenden Arbeit untersucht werden. Hierzu erfolgte die Durchfihrung einer Dosis-
und Zeitfindung fur PDGF in PSC unter hiesigen Bedingungen (siehe Abbildung 4-3
und Abbildung 4-4). Fir den PDGF-R und ERK1/2 zeigten Dosierungen von 25 ng/ml
eine etwas starkere Aktivierung, wahrend AKT mit 10 ng/ml starker stimuliert wurde.
Aufgrund der Tatsache, dass beide Dosierungen statistisch signifikant waren, wurde
die hohere Dosis gewahlt, da dies die Untersuchung aller drei Molekule in einem Ex-
periment ermoglichte. Der Grund fur die schwachere Stimulation bei 25 ng/ml PDGF
in den Versuchen ist nicht bekannt. Der PDGF-Rezeptor und die bis hierher diskutier-
ten Molekule haben gemeinsam, dass jeweils von einer unterschiedlichen Beeinflus-
sung ihrer Kinaseaktivitat ausgegangen wird. Das bedeutet, dass es jeweils zu einer
starken oder weniger starken Phosphorylierung kommt. Letztlich unterliegt der Phos-
phorylierungsstatus von Molekilen nicht nur der Kontrolle von Kinasen, sondern
auch der ihrer Gegenspieler, den sog. Phosphatasen. Dabei handelt es sich um En-
zyme, die in der Lage sind phosphorylierte Molekule wieder zu dephosphorylieren
und so ihren Aktivitdtszustand zu kontrollieren. Physiologisch aber auch pathophysio-
logisch handelt es sich somit um ein Kontrollsystem bei der Signalweiterleitung. So
konnte z.B. erklart werden, warum es bei der Verarbeitung von Reizen durch die Zel-
len, abhangig vom Funktionszustand, zu verschiedenen Zellantworten kommt, oder
anders, warum ein Stimulans oder ein Inhibitor z.B. dosisabhangig eine andere Re-

aktion der Zelle bewirkt.

Im konkreten Beispiel bzgl. der schwacheren Stimulation auf AKT durch eine héhere

Dosis PDGF konnte ein Mechanismus sein, dass eine zu starke Aktivierung von AKT
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zu einem negativen Feeback-Mechsimus fuhrt. So wurde gezeigt, dass die Phospha-
tase PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) die Akti-
vierung von AKT inhibiert, indem die Umwandlung von PIP, zu PIP3; verhindert wird
aber auch eine direkte Assoziation mit dem PDGF-Rezeptor stattfindet und dieser
dephosphoryliert wird. Es wird angenommen, dass dies darauf beruht, dass PDGF-R
bei der Autophosphorylierung zu einem stark negativ geladenen Molekul wird und
damit die Aktivitat von PTEN erhoht wird (Mahimainathan & Ghosh Choudhury,
2004). So konnte durch starke Aktivierung von PDGF-R die geringere Aktivierung

von AKT erklart werden.

Zur Feststellung des zeitabhangigen Verlaufes bei der Stimulation mit PDGF-BB er-
folgte die Untersuchung mit der Dosierung 25 ng/ml auf die Aktivierung von PDGF-R,
ERK1/2 und AKT nach 2, 5, 10, 15 und 30 Minuten mit jeweils der starksten Stimula-
tion nach 5 Minuten und konsekutivem Abfall nach dieser Zeit. In Bezug auf AKT
stehen diese Daten etwas im Kontrast zu den Daten von McCarroll et al., wo sich
eine gleichbleibende Stimulation Uber einen Zeitraum von mindestens 60 Minuten
gezeigt hat (J. A. McCarroll et al., 2004). Hier wurde jedoch nur eine PDGF Dosis
von 10 ng/ml benutzt, die eventuell eine gleichmaligere Stimulation bewirkte. Auch
diese Daten konnten ggf. auf einen negativen Regulationsmechanismus bei starker
AKT Aktivierung hindeuten.

5.3 Imatinib mesylate inhibiert pPDGF-R dosisabhangig, bewirkt jedoch in
hoher Dosierung die Aktivierung pERK1/2 und pAKT
Imatinib mesylate wirkt als Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) negativ auf die Weiterleitung
von Signalkaskaden, vor allem Uber Bcer-Abl, c-Kit und PDGF-R (Capdeville et al.,
2002). Die initiale Entwicklung des Medikamentes erfolgte zur Behandlung der Chro-
nisch Myeloischen Leukamie (CML), so dass in vielen Studien vor allem die anti-
proliferative Wirkung untersucht wurde.
Druker et al. berichteten 1996 Uber die in vitro Ergebnisse an MO7e (human) und
32Dcl3 (murin) Zelllinien, zwei CML-Zelllinien. Dabei zeigten sie nicht nur die anti-
proliferativen Eigenschaften von Imatinib mesylate auf die Zellen, sondern berichte-
ten auch Uber die dosisabhangige Selektivitat des Medikamentes fur die verschiede-
nen Tyrosinkinasen. Ber-Abl, das Molekdul, fir das Imatinib mesylate entwickelt wur-
de, und PDGF-R zeigten dabei eine ICso von nur 0,25 und 0,3uM (jeweils entspre-
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chend). Im Vergleich lagen die Ubrigen 1Cso Werte, z.B. fur EGF-R oder IGF-1R, mit
>100uM deutlich daruber. Dies bewirkt eine relative Selektivitat von Imatinib mesyla-
te flr Ber-Abl, c-Kit und PDGF-R (Druker et al., 1996).

Buchdunger et al. legten, ebenfalls in vitro, dar, dass die Proliferationshemmung in
der CML-Mauszelllinie 32D abhangig von der Inhibition auf c-Kit und PDGF-R sowie
der konsekutiven Hemmung der Signalwege uber ERK1/2 und AKT ist (Buchdunger
et al., 2000).

Im Hinblick auf die beschriebenen Wirkungen besitzt Imatinib mesylate auch bei an-
deren malignen und nicht malignen Erkrankungen therapeutisches Potential. Hwang
et al. untersuchten in einem Mausmodell mit orthotoper Transplantation humaner
Pankreaskarzinomzellen die Wirksamkeit von Imatinib mesylate in Kombination mit
Gemcitabin. Neben der Tatsache, dass das Ansprechen unter Kombinationstherapie
signifikant besser war, zeigte sich ebenso eine Abnahme aktivierter (phosphorylier-
ter) PDGF-Rezeptoren (Hwang et al., 2003).

Die Signalwege Uber ERK und AKT spielen im Hinblick auf eine ganze Reihe von
Erkrankungen eine entscheidende Rolle. So entstehen, durch Stérungen des ERK-
Signalweges, z.B. die autosomal dominant vererbten Krankheitsbilder Neurofibroma-
tose Typ 1 und das Noonan-Syndrom. Dabei handelt es sich beim Ersteren um eine
neurokutane Erkrankungen (sog. Phakomatose), bei der es letztlich zu einer vererb-
ten Tumorentstehung kommt, und beim Letzteren um eine Erkrankung, die letztlich
den gesamten Organismus betreffen kann, haufig aber vor allem durch kardiale
Funktionseinschrankungen bedingt ist (Busca, Pouysségur, & Lenormand, 2016;
Rauen, 2014). Ebenso werden auch eine ganze Reihe von erworbenen Tumorer-
krankungen durch Uberaktivierung des ERK-Signalweges beschrieben. Beispiele
hierfiir sind sowohl die Uberexpression oder Mutation innerhalb der EGF-Rezeptor-
Familie wie beim Lungen- oder Kolonkarzinom (Barber, Vogelstein, Kinzler, &
Velculescu, 2004) als auch Punktmutationen im Ras-Gen, die bei uber 95% der
duktalen Pankreaskarzinome gefunden werden (Bryant, Mancias, Kimmelman, &
Der, 2014).

Auch Stérungen des AKT-Signalweges spielen bei der Entstehung vieler Tumore
eine zentrale Rolle. So kommt es zum Beispiel bei Mamma-, Kolon- und Ovarialkar-
zinomen zu einer konstitutiven Aktivierung von AKT durch eine Mutation innerhalb

einer Domane des Molekils. Aber auch auf Rezeptorebene kann es durch Uberex-
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pression oder aktivierenden Mutation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (EGF-R, PDGF-
R) zu einer Uberaktivierung von AKT kommen. Firr Gliome und endometriale Tumore
ist andererseits auch eine Storung des negativen Feedbackmechanismus uber PTEN
gezeigt worden, so dass das AKT-Signal nicht mehr abgeschaltet werden kann und
samit Proliferation sowie Uberleben der Tumorzellen geférdert wird. Andere Erkran-
kungen, bei denen AKT eine pathophysiologische Rolle spielt sind Diabetes mellitus,
durch gestorten Einbau von Glukostransportern in die Membran von Muskel- und
Fettzellen, und kardiovaskulare Erkrankungen, wie eine pathologische kardiale Hy-
pertrophie (Hers, Vincent, & Tavar, 2011).

Aufgrund der zentralen Rolle der Kaskaden Uber ERK1/2 und AKT fur Proliferation,
Uberleben der Zellen und auch Bildung extrazelluldrer Matrix wurde dies auch in
PSC untersucht. Jaster et al. zeigten, dass die Blockade von MEK1/2, einer ERK1/2
Ubergeordneten Kinase im MAPK-Signalweg, durch PD98059 zu einer reduzierten
Proliferation von PSC fuhrt. Ebenso konnte mittels Trapidil (ein PDGF-R Antagonist),
durch Hemmung des PDGF-R und konsekutiver ERK1/2 Inhibition, die Proliferation
eingeschrankt werden (Jaster et al., 2002). Dies fuhrte zu der Annahme, dass der
Signalweg uber PDGF-R und konsekutiv ERK1/2 zur Proliferation von PSC beitragt.
Ahnliches fanden auch Masamune et al. durch die Inhibition des ERK-Signalweges
durch PD98059. In dieser Arbeit wurde zudem der AKT Signalweg mittels LY294002
gehemmt. Dabei zeigte sich, dass AKT in PSC die Migration der Zellen steuert, je-
doch nicht deren Proliferation (Masamune et al., 2003). In einer anderen Arbeit wur-
de durch die Verwendung von PD98059 gezeigt, dass unter Inhibition von MEK1/2

auch die Kollagensynthese in PSC unterdruckt wird (Yuantai, Tiancai, & Qiu, n.d.).

Basierend auf diesen Erfahrungen sollte in der vorliegenden Arbeit getestet werden
welche Wirkung Imatinib mesylate auf PSC ausubt (siehe Abbildung 4-5). Dabei
zeigte sich eine dosisabhangige Wirkung auf die Aktivierung von PDGF-R mit statis-
tisch signifikanter Inhibition ab einer Dosierung von 1uM unter Stimulation mit PDGF-
BB 25ng/ml. Imatinib mesylate wurde zuvor fur 4 Stunden inkubiert und dann mit
PDGF fur 5 Minuten stimuliert. Die Vorinkubation wurde gewahlt, weil zunachst eine
vollstandige Bindung des Medikamentes an den Rezeptor gewahrleistet werden soll-
te, um den Effekt von PDGF mdglichst maximal zu unterdriicken. Die Daten der Inhi-
bition von pAKT und pERK1/2 zeigten im Vergleich zum PDGF-R ein heterogenes
Bild. Weder fur ERK1/2 noch AKT zeigte sich bis zu einer Dosierung von 1uM eine
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signifikante Inhibition, auch wenn die Tendenz zumindest fur pERK1/2 vorhanden
war. Hier war die Standardabweichung der Proben zu gro® um statistische Signifi-
kanz zu erreichen. pAKT zeigte sogar eine leichte Zunahme. Ab einer Dosis von
10uM bestand eine deutliche Zunahme sowohl fur pAKT als auch fur pERK1/2, die
ab 20uM sogar statistisch signifikant war. Dieser Effekt war bei suffizienter Inhibition
von pPDGF-R nicht erwartet worden. Erklaren lie3e sich dieser Effekt dadurch, dass
es ab einer Schwellendosis zwischen 1 und 20uM zu einer Induktion von AKT und
ERK1/2 kommt, die von den Zellen initiiert wird, um ein Zelliberleben zu sichern oder
in Apoptose zu gehen. Denkbar ware auch, dass, nach Inhibition des PDGF-
Rezeptors, davon unabhangige Signale zur Stimulation von ERK1/2 und AKT fuhren,
z.B. Uber autokrine Mechanismen der PSC. Statistisch gesehen konnte durch Ver-
groRerung der Zahl der Einzelexperimente ggf. eine fur die niedrigen Dosen statis-
tisch signifikante Inhibition erreicht werden, was jedoch das Ergebnis der hoheren
Dosierungen wahrscheinlich nur noch deutlicher machen wurde. Auch ist bei dem
Ergebnis an ein technisches Problem, wie zuvor bereits geschadigte Zellen, fehler-
hafte Behandlung der Zellen oder Fehler bei der Zubereitung der Stimulantien und
Inhibitoren zu denken. Die Ergebnisse stellen jedoch 4 unabhangige Experimente
dar, die Zellen wurden zuvor auf Viabilitat mittels Trypan Blau Uberpruft, die Zellkultu-
ren waren nicht kontaminiert (Durchfihrung einer Untersuchung auf Mykoplasmen
und Pilze) und die jeweiligen Therapeutika wurden frisch zubereitet. Zur Untersu-
chung dieser Ergebnisse waren weitere Schritte n6tig, um den Einfluss von Imatinib

mesylate auf die einzelnen Aspekte der Signalkaskaden zu untersuchen.

5.4 Imatinib mesylate hemmt die Proliferation von Pancreatic Stellate Cells
ohne die Induktion von Apoptose
Die meisten Zellen des menschlichen Organismus besitzen eine endliche Lebens-
spanne. Vereinfacht ist damit letztlich das Uberleben der Zellen und auch des Ge-
samtorganismus assoziiert. Lebensstil-assoziierte Erkrankungen, wie zum Beispiel
kardiovaskulare Erkrankungen oder Diabetes mellitus, treten mit zunehmendem Alter
oder bestimmtem Lebensstil gehauft auf. Viele der zugrundeliegenden Mechanismen
sind nicht vollstandig verstanden. Aus genetischen Untersuchungen ist jedoch be-
kannt, dass vor allem Komponenten des DNA-Reparatur-Systems, Tumorsuppres-
sor-Gene, die Kontrolle von Telomeren oder auch metabolische Signalwege, wie der

Insulin/AKT-Signalweg von besonderer Relevanz sind. Die meisten dieser Molekule
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spielen auch eine Rolle bei der Regulation zellularer Seneszenz. Unter zellularer Se-
neszenz versteht man einen Zellzyklusarrest, der bewirkt, dass die Zellen sich nicht
mehr teilen kdnnen und letztlich ihre organspezifische Funktion nicht mehr aufrecht-
erhalten konnen. Dabei handelt es sich um einen, in der Regel, irreversiblen Prozess
(Minamino, 2010).

In einem murinen Modell zur Untersuchung der Leberfibrose konnte gezeigt werden,
dass es im fibrotischen Organ zu einer Akkumulation von seneszenten Zellen kommt.
Diese Zellen sind vor allem Hepatic Stellate Cells, die ahnlich zum Pankreas, als Re-
aktion auf einen schadigenden Reiz proliferieren und extrazellulare Matrix bilden. In
Mausen, denen Schlusselregulatoren zur Induktion von Seneszenz fehlen, bleibt die-
ser Mechanismus der HSC bestehen und die Fibrose des Organs schreitet fort. Im
Umkehrschluss wurde fur Mause mit der Fahigkeit zur zellularen Seneszenz gezeigt,
dass HSC nicht mehr proliferieren und weniger extrazellulare Matrix bilden. Schlief3-
lich kam es so zu einer Begunstigung der Fibrosereparatur durch die Beseitigung von
seneszenten Zellen durch naturliche Killerzellen (Krizhanovsky et al., 2011).
Basierend auf der unter 4.5 und 4.6 beschriebenen Wirkung von Imatinib mesylate
auf die Zellproliferation und in Anlehnung an die Rolle zellularer Seneszenz in Bezug
auf die positive Entwicklung in der Leberfibrose, sollte in PSC untersucht werden, ob
sich die Proliferation mittels Imatinib mesylate hemmen lie. Dazu erfolgte die Durch-
fuhrung eines MTT-Assay. Nach 72 Stunden Inkubation bestand eine statistisch sig-
nifikante Inhibition im Vergleich zwischen den Zellen, die mit nur PDGF behandelt
wurden und denjenigen, die zusatzlich noch mit Imatinib mesylate behandelt wurden.
Das Signal fur die mit Imatinib mesylate behandelten Zellen unterschied sich dabei
nicht signifikant von der Tag 0 Kontrolle. Dies spricht dafur, dass zwar keine weitere
Proliferation bestand, die Zellen jedoch auch nicht starben (siehe Abbildung 4-6).

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde im Western Blot untersucht, ob es zur Ak-
tivierung von Caspase-3 kommt. Caspase-3 ist eine sogenannte Effektor-Caspase
und wird als Schlisselenzym bei der Apoptose angesehen, da sie an zentraler Posi-
tion der verschiedenen Apoptosesignalwege sitzt. Das bedeutet, dass sie sowohl
extrinsische (Induktion der Apoptose von aulerhalb der Zelle, z.B. Uber TNF-
Rezeptoren) wie auch intrinsische (Induktion von Apoptose durch eine Vielzahl von
Stimuli, die alle eine Veranderung der inneren Mitochondrienmembran bewirken)
Apoptosesignale verarbeitet. Zudem stellt sie die Endstrecke fur alle sogenannten

Initiator-Caspasen dar. Wird Caspase-3 aktiviert, kommt es zu einer Spaltung mit
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Entstehung von drei Spaltprodukten, der vollstandigen Caspase mit 35kDa, einem
p19 (19kDa) und einem p17 (17kDa) Spaltprodukt.

Bei Durchfuhrung der Experimente konnte gezeigt werden, dass keine der verwende-
ten Dosierungen von Imatinib mesylate im Vergleich zur Positivkontrolle Cisplatin
nach 48 Stunden eine Apoptose der Zellen bewirkte (siehe Abbildung 4-7). Die un-
terschiedliche Stimulationszeit im Vergleich zum MTT-Assay musste gewahlt wer-
den, da sich die Zellen nach 72 Stunden Inkubation mit Cisplatin vom Zellkulturboden
ablosten, somit also nicht mehr lebendig waren und nicht zur Positivkontrolle ver-
wendet werden konnten. Mikroskopisch schienen dabei die mit Imatinib mesylate
behandelten Zellen intakt. In der Zusammenschau mit den Proliferationsdaten aus
dem MTT-Assay unterstreicht die Beobachtung des Verhaltens von Capase-3, dass
PSC unter Behandlung mit Imatinib mesylate eine reduzierte Zellteilung aufweisen,
jedoch nicht sterben. Zu erklaren ware dieser Mechanismus dadurch, dass es zu ei-
nem Zellzyklusarrest kommt und die Zellen sogar wieder in einen inaktiven Zustand
ubergehen. Dass der Zellzyklusarrest eine potenzielle Option ist, zeigen die Ergeb-
nisse an PSC, in denen es durch die Wirkungen von Cholecystokinin (CCK) und
Gastrin zur einer Proliferationshemmung kam und woraufhin die Zellen in einen G1-
Zellzyklusarrest (ibergingen (Berna et al., 2010). Ahnliche Daten wurden auch zur
Wirkung von Ellagsaure, einem Polyphenol, und den Vitamin-A Derivaten All-trans
Retinsaure (ATRA) und 9-cis Retinsaure (9-RA) beschrieben (Masamune et al.,
2005; J. a McCarroll et al., 2006). Um festzustellen, dass Imatinib mesylate in PSC
die Fahigkeit besitzt einen Zellzyklusarrest zu bewirken, waren z.B. Untersuchungen
zum Zustand von p21 und p27 oder durchflusszytometrische Analysen mit Propidi-

umiodidfarbung notig.

5.5 Imatinib mesylate inhibiert die profibrogenetischen Eigenschaften von
Pancreatic Stellate Cells durch Reduktion der Kollagensynthese

Die Entstehung einer Fibrose, als Komplikation und haufige Endstrecke einer chroni-
schen Erkrankung, ist in vielen Organsystemen belegt. Allen gemeinsam sind die
sehr eingeschrankten Therapieoptionen und die im Verlauf abnehmende Organfunk-
tion bis hin zur vollstandigen Insuffizienz. Diese kann, wenn moglich, eine Organ-
transplantation zur Folge haben.

Bei der renalen interstitiellen Fibrose kommt es beispielsweise Uber einen ahnlichen

Mechanismus, wie unter 5.2 durch Alkohol im Pankreas beschrieben (Hu et al.,
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2007), bei dem es durch NADPH zu einem vermehrten Anfall von ROS kommt. Die
daraus resultierende Fibrose im Tiermodell kann durch die Hemmung von NADPH
mittels der antifbrotischen Substanz Fluorofenidon abgemildert werden (Qin et al.,
2013).

In dermalen Fibroblasten von Patienten mit Systemischer Sklerose, einer chroni-
schen Erkrankung mit Fibrose der Haut und der inneren Organe, konnte die Kolla-
gensynthese mittels Imatinib mesylate sowohl in unbehandelten als auch mit TGF-8
oder PDGF behandelten Zellen unterdruckt werden (Distler et al., 2007).

Im Tiermodell zur idiopathischen Lungenfibrose wurde mittels Bleomycin eine Fibro-
se der Lunge induziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Imatinib mesylate, so-
wohl in vivo als auch in vitro, bei isolierten Fibroblasten die Entstehung einer Lungen-
fibrose bzw. die profibrotischen Eigenschaften der Fibroblasten einschranken konnte.
Der antifibrotische Effekt erfolgte Uber die Inhibition von TGF-B und PDGF (Aono et
al., 2005; Daniels et al., 2004). Etwas spater zeigten Kulkarni et al. an humanen Fib-
roblasten von Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose, dass der TGF-§ Signalweg
ebenfalls durch Liganden am Peroxisome Proliferator-activated Receptor-y (PPAR-y)
gehemmt werden kann. Dieser Mechanismus erfolgte Uber die Hemmung des
PI3K/AKT-Signalweges (Kulkarni et al., 2011).

Hepatic Stellate Cells (HSC) sind den PSC sehr ahnlich und spielen bei der Entwick-
lung der Leberfibrose eine zentrale Rolle. In kultivierten HSC stellt PDGF eines der
potentesten mitogenen Signale dar. Gleichzeitig wird der PDGF-R[3 sehr stark expri-
miert. Eine ausgepragte Expression beider Molekule in HSC wird besonders sowohl
im Rahmen einer akuten als auch chronischen Leberschadigung beobachtet. Bei
medikamentoser Inhibition kommt es im experimentellen Modell zu einer geringeren
Fibrose der Leber. Auf zellularer Ebene konnte in HSC eine antiproliferative und anti-
fibrotische Wirkung von Imatinib mesylate nachgewiesen werden (Kim et al., 2013).
Daruber hinaus induzierte der Cyclo-Oxigenase 2 (COX2) Hemmer Celecoxib eine
Apoptose in HSC und uber die Hemmung von AKT eine Verbesserung der Leber-
fibrose im Tiermodell bewirken (Paik et al., 2009).

Neben einer erhohten Stimulation des PDGF-R auf der einen Seite, scheint auf der
anderen Seite dessen Regulation durch Phosphatasen in der Leber eine wichtige
Rolle zu spielen. So konnte gezeigt werden, dass eine loss of function Mutation von
PTEN zu Steatohepatitis, Fibrose und im Verlauf zu einem Hepatozellularen Karzi-

nom fuhren kann (Borkham-Kamphorst & Weiskirchen, 2015).
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In PSC bewirkte die Hemmung durch PD98059, einem spezifischen Inhibitor von
MEK1/2, die Runterregulation sowohl von EKR1/2 als auch von Kollagen a1 Typ 1
(Yuantai et al., n.d.), einem Vorlaufer von Kollagen Typ 1. Ahnlich zum oben be-
schriebenen System in Lungenfibroblasten kommt es in PSC zur Inhibition ihrer Akti-
vierung durch Liganden von PPAR-y aber auch zur Unterdrickung von profibrogenen
Eigenschaften wie der Kollagensynthese (Masamune et al., 2002). Ein Besipiel hier-
fur sind Thiazolidinedion-Derivate, sogenannte Insulin-Sensitizer, die im Tiermodell
der chronischen Pankreatitis eine deutliche Besserung von Inflammation und fibroti-
schem Umbau zeigten (Shimizu et al., 2002). Camostat mesylate, ein oraler Protea-
seinhibitor, der in Japan bereits am Patienten genutzt wurde, bewirkte eine Hem-
mung der Proliferation, jedoch nicht der Kollagensynthese, in PSC. Dennoch entwi-

ckelten die Ratten im Tiermodell keine Pankreasfibrose (Gibo et al., 2005).

Basierend auf der offensichtlich relevanten pathophysiologischen Rolle von PDGF
und PDGF-R im Rahmen der Leberfibrose und der Notwendigkeit einer Erweiterung
der therapeutischen Moglichkeiten bei der Pankreasfibrose, sollte in der vorliegenden
Arbeit die Wirkung von Imatinib mesylate auf das fibrogenetische Potenzial der PSC
untersucht werden (siehe AbbildungenAbbildung 4-8, Abbildung 4-9,Abbildung 4-10
und Abbildung 4-11).

Die Kollagensynthese wurde in dosisabhangiger Weise bereits ab einer Dosierung
von 7uM statistisch signifikant inhibiert. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass
Imatinib mesylate nach 24 Stunden bereits die Freisetzung von Kollagen aus den
Zellen hemmt und die Wirkung selbst bis auf Transkriptionsebene eine Rolle zu spie-
len scheint. In allen Versuchen besteht jedoch der Eindruck, dass die Stimulation
durch PDGF keine Wirkung auf die Kollagensynthese hat. Die Stimulationszeit betrug
in allen Versuchen 24 Stunden, dabei wurde PDGF einmalig gewechselt. Letztlich
kann eine zu geringe PDGF-Menge dafur verantwortlich sein, da die biologische Ak-
tivitat im Zellkulturschrank nur kurz ist und so kumulativ zu wenig PDGF vorhanden
war, um einen Effekt zu erzielen. Andererseits ware auch eine PDGF-R unabhangige

Hemmung der Kollagensynthese madglich.
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6 Zusammenfassung

Bei Patienten mit chronischer Pankreatitis kommt es zu einem bedeutsamen Anteil
an Morbiditat und Mortalitat. Ein zentrales Kriterium bei der Krankheitsentstehung ist
die Entwicklung einer Pankreasfibrose. Diese zeichnet sich durch den vermehrten
Anfall extrazellularer Matrix aus. Die fibrotischen Umbauprozesse bei der chroni-
schen Pankreatitis sind begleitet von Schmerzen, Irregularitaten des Gangsystems,
Maldigestion und im Verlauf einem zunehmenden Untergang des funktionellen Pan-
kreasgewebes mit exokriner und endokriner Insuffizienz.

Die zentrale Rolle fur die Produktion extrazellularer Matrix spielen die Pancreatic
Stellate Cells (PSC), welche durch verschiedene Stimuli der sie umgebenden Zellen
des Pankreas, Zellen des Immunsystems, durch autokrine Mechanismen oder durch
schadigende Noxen direkt aktiviert werden konnen. Bei der Aktivierung kommt es zur
Anderung des Phanotyps und Funktionszustandes sowie zur Proliferation. Kann der
schadigende Reiz beendet werden, konnen die Zellen wieder in ihre inaktive Form
Ubergehen oder es kommt zur Apoptose. Bei fortgesetzter Schadigung des Organs
verbleiben die Zellen in ihrem aktivierten Zustand und die Produktion extrazellularer
Matrix sowie von Entzindungsmediatoren bleibt bestehen, so dass der fibrotische
Umbau fortschreitet.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die vor Ort neu etablierte Zellisolation
funktionierte und einen hohen Grad an Reinheit sowie, der Literatur entsprechender,
Funktionalitat von PSC abbilden konnte. Die Stimulation durch PDGF aktivierte den
PDGF-Rezeptor $ und die Signalkaskaden Uber ERK1/2 und AKT in Zeit- und Do-
sisabhangigkeit, wobei AKT etwas mehr in niedrigerer Dosierung stimuliert wurde.
Imatinib mesylate inhibierte den PDGF-Rezeptor ab einer Dosierung von 1uM. Die
inhibitorische Wirkung auf ERK1/2 und AKT erreichte keine statistische Signifikanz,
sondern bewirkte, entgegen der Erwartung, ab einer Dosierung 20uM sogar eine
Stimulation der Signalwege. Dieser Einfluss lie3e sich durch die Induktion von Me-
chanismen erklaren, die das Zelliberleben in Anwesenheit des schadigenden Reizes
Imatinib mesylate anstreben. Gleichzeitig legt es nahe, dass die Hemmung der Zell-
funktionen Uber den PDGF-Rezeptor Uber alternative Signalwege in die Zelle weiter-
geleitet wird. Der Einfluss von Imatinib mesylate auf Modifikationen an den unter-
suchten Signalwegen oder die Beeinflussung anderer Signalwege in PSC, die eine

Induktion von ERK1/2 und AKT zur Folge haben, muss weiter untersucht werden.
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Zur Analyse funktioneller Eigenschaften wurden die PSC auf ihre proliferatorischen
und profibrotischen Eigenschaften unter Stimulation von PDGF und Inhibition durch
Imatinib mesylate untersucht.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass Imatinib mesylate die Proliferation von
PSC hemmt und dieser Mechanismus hdchstwahrscheinlich nicht durch Apoptose
bedingt war. Denkbar ware hier, dass die Wachstumshemmung durch die Induktion
eines Zellzyklusarrests erreicht wird. Diese Beobachtung unterstreicht einen potenti-
ellen Nutzen von Imatinib mesylate bei der Wiederherstellung eines inaktiven Phano-
typen.

Kollagen spielt als Komponente der extrazellularen Matrix bei der Pankreasfibrose
eine entscheidende Rolle. Imatinib mesylate konnte die Bildung von Kollagen Typ | in
PSC signifikant reduzieren. Diese Inhibition wurde schon nach 24 Stunden sowohl in
Bezug auf die Freisetzung von Kollagen im Zelliberstand nachgewiesen als auch bei
der Proteinsynthese und mRNA Expression. Dies legt nahe, dass Imatinib mesylate
auf der Ebene der Genexpression direkt die Bildung von Kollagen Typ | unterdruckt.
Vermittelt werden diese Prozesse wahrscheinlich Gber eine Suppression der PDGF-
Rezeptor Aktivitat aber anhand der inkongruenten Daten zur Inhibition der ERK1/2
und PI3K/AKT Signalwege erfolgte die Weiterleitung der Informationen maoglicher-
weise Uber eine alternative Signalkaskade.

Anhand der suppressiven Wirkung auf die proliferativen und profibrotischen Eigen-
schaften der PSC stellt die Behandlung der Pankreasfibrose mit Imatinib mesylate in
Zukunft moglicherweise eine Option dar, um die durch die PSC induzierten Verande-
rungen zu reduzieren und so den Erkrankungsverlauf der Patienten zu verbessern.
Die Mechanismen, welche die Wirkung des Medikamentes in PSC bedingen, missen

dabei noch weiter untersucht werden.

84



Summary

7 Summary

Chronic pancreatitis is accompanied by an extensive amount of morbidity and mortal-
ity. During the course of the disease a central pathogenic mechanism is the devel-
opment of pancreatic fibrosis. This in turn is characterized by an excessive produc-
tion of extracellular matrix. The fibrotic reconstruction during pancreatic inflammation
comes along with pain, irregularities of pancreatic ducts, maldigestion, and further on
an increasing demise of functionally intact pancreatic tissue. This leads to exocrine
and endocrine insufficiency of the organ.
Pancreatic Stellate Cells (PSC) play a pivotal role concerning the production of ex-
tracellular matrix. On one hand PSC are stimulated by surrounding cells, such as
immune cells or other pancreatic cells, via autocrine mechanisms. On the other hand
they can be activated by harmful noxa. During activation PSC change their pheno-
type as well as their functional and proliferatory status. If the damaging stimulus
comes to an end, PSC return to their inactive form or apoptosis occurs. When the
organ damage continues PSC stay in their active state and excessive amounts of
extracellular matrix and inflammatory mediators are produced. This in turn expedites
the progression of fibrosis.
For this thesis the cell isolation technique was newly established at the University
Medical Center Hamburg Eppendorf. The isolation produced a high grade of purity
and functionally intact PSC. The stimulation by PDGF activated the PDGF-receptor 3
and the signaling pathways via ERK1/2 and AKT in a time- and dose-dependent
manner, in which AKT stimulation was higher in smaller dosages.
Imatinib mesylate inhibited the PDGF-receptor at a dosage as small as 1uM. The
inhibitory effect on ERK1/2 and AKT was not statistically significant but showed,
against all expectations, even a stimulatory effect from dosages of 20uM and higher.
This action could be explained by mechanisms leading to cell survival under the in-
fluence of a damaging agent such as Imatinib mesylate. Another explanation could
be that the inhibitory signals are transduced via different pathways into the cells. Fi-
nally those mechanisms have not been elucidated to date and need further examina-
tion.
In order to analyze functional aspects, proliferatory and profibrotic properties of PSC
were examined under stimulation of PDGF and inhibition by Imatinib mesylate.
Imatinib mesylate was able to decrease proliferation in PSC. This mechanism
seemed to be independent of apoptosis and was possibly due to a cell cycle arrest.
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This would emphasize the potential benefit of Imatinib mesylate to restore an inactive
phenotype of PSC.

As an extracellular matrix component collagen plays a crucial role during pancreatic
fibrosis. The production of collagen type | was inhibited by Imatinib mesylate signifi-
cantly. This effect was observed after 24 hours for collagen in cell culture superna-
tants as well as collagen protein synthesis and mRNA expression, suggesting that
Imatinib mesylate inhibits collagen production directly on gene expression level.
These processes are most likely moderated via the PDGF-receptor but the incongru-
ent data on inhibition of ERK1/2 and AKT raises the question whether these actions
are possibly mediated via alternative pathways.

Due to the suppressive effects on proliferatory and profibrotic properties of PSC
Imatinib mesylate might be an option for the treatment of pancreatic fibrosis in the

future, possibly leading to a positive influence on disease development in patients.
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B
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BIM e —————— Bcl-2-like protein 11
C
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(o 13 Komplementar-DNA
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C-MYC e c-Myelocytomatose
COX ettt Cyclo-Oxigenase 2
CREB.....o e cAMP response element-binding protein
CTGF e Connective tissue growth factor
D
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DN A e ————————— Desoxyribonukleinsaure
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13 8 S Dithiothreitol
E

B M e ——————— Extrazellulare Matrix
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ELK e ETS domain-containing protein Elk-1
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H
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|
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