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1 Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas macht lediglich 3% aller
Krebserkrankungen aus. Aufgrund seines aggressiven Wachstumsverhaltens ist es
jedoch die vierthaufigste tumorbedingte Todesursache in Europa und den USA [1, 2].
Pankreaskarzinome werden oft erst in lokal fortgeschrittenen (locally advanced
pancreatic cancer, LAPC) oder metastasierten Stadien diagnostiziert. Eine
chirurgische Intervention als einzig kurative Therapieoption ist daher nur in etwa 10-
20% der Falle moglich [3]. Zum aktuellen Zeitpunkt gilt Gemcitabin allein oder in
Kombination mit anderen Substanzen als systemische Therapie der Wahl bei
fortgeschrittenen Tumoren [3, 4], nachdem es in mehreren Studien im Vergleich zu
5-FU (5-Fluorouracil) bessere Ergebnisse erzielt hatte. Mit Gemcitabin wird ein
medianes Uberleben von lediglich 5,6 Monaten und ein 1-Jahresiiberleben von 18%
(vs. 4,1 Monate bzw. 2% unter 5-FU) erreicht [5]. Die Therapie des
Pankreaskarzinoms bietet somit weiterhin viel Optimierungspotential. Zuletzt erhielt
die Kombination aus Gemcitabin und nab-Paclitaxel (,nanoparticle albumin bound
paclitaxel), an Albumin-Nanopartikel gebundenes Paclitaxel, die Zulassung fur die
metastasierte Situation, nachdem die Kombinationstherapie in einer Phase-IlI-Studie
eine Verlangerung des medianen Uberlebens um 1,8 Monate gegeniber Gemcitabin
mono aufweisen konnte [6]. Des Weiteren zeigte die Kombination aus 5-Fluorouracil,
Leucovorin, Irinotecan und Oxaliplatin (FOLFIRINOX) eine Verlangerung des
medianen Uberlebens um 4 Monate gegeniiber Gemcitabin. Beide Therapieregime
weisen jedoch ein deutlich starker ausgepragtes Nebenwirkungsprofil auf, sodass sie
nur bei einem ausgewahlten Patientenkollektiv eingesetzt werden konnen [6, 7].

Im Vergleich zu anderen soliden Neoplasien, bei denen zielgerichtete Therapeutika
inzwischen einen festen Bestandteil der Standardtherapie darstellen [8-11], konnte
diesbezuglich beim Pankreaskarzinom in den letzten Jahren kein grof3er Fortschritt
erreicht werden. In dieser Substanzgruppe hatte bisher einzig der Einsatz des
.epidermal growth factor receptor® (EGFR)-Inhibitors Erlotinib bereits 2007 in
Kombination mit Gemcitabin eine Verldngerung des medianen Uberlebens um 2

Wochen im Vergleich zu einer Gemcitabin-Monotherapie erbracht [12]. Folglich
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besteht ein groler Bedarf an neuen, tumorbiologisch selektiveren Therapieoptionen

zur Verlangerung des Patientenuberlebens beim Pankreaskarzinom.

1.2 c-MET

c-MET (auch HGFR, ,hepatocyte growth factor receptor®) ist eine durch das
Protoonkogen MET kodierte Rezeptortyrosinkinase (RTK). Sie und ihr Ligand HGF
(,hepatocyte growth factor”) werden hauptsachlich von Zellen epithelialen und
mesenchymalen Ursprungs exprimiert. Sie spielen physiologischerweise eine
wichtige Rolle bei der Organentwicklung wahrend der Embryogenese sowie bei der
Geweberegeneration und der Wundheilung beim Erwachsenen [13-15]. Durch
Bindung von HGF an seinen Rezeptor c-MET werden diverse intrazellulare
Signalkaskaden, unter anderem der MAPK/ERK-, PI3K/Akt-, STAT3/5-Signalweg,
aktiviert [16]. Erhohte c-MET- und HGF-Expressionsniveaus sind in multiplen soliden
Malignomen beschrieben [17] und mit einer schlechten Prognose assoziiert [18-22].
Zu einer aberranten c-MET-Signalaktivitat kann es durch mehrere unterschiedliche
Vorgange kommen, beispielsweise durch Genamplifikation, aktivierende Mutationen,
Uberexpression oder auto- bzw. parakrine Liganden-vermittelte Stimulation.
Aulerdem interagiert c-MET mit diversen anderen Oberflachenrezeptoren wie z.B.
EGFR [23, 24]. Diese pathologische Uberexpression fiihrt in einigen Malignomen,
darunter auch das Pankreaskarzinom, zu einer Steigerung von Tumorwachstum,
Migration und zur Sekretion angiogener Faktoren [25]. Ferner ist c-MET im
Pankreaskarzinom als Marker fur Tumorstammzellen (,cancer stem cells®, CSC)
beschrieben [26], sodass analog zu anderen soliden Tumoren eine Uberexpression
mit schlechterem Uberleben assoziiert ist [27]. Das c-MET-Expressionsniveau
korreliert mit dem TNM-Stadium, dem Lymphknotenstatus und selbst nach
vollstandiger chirurgischer Resektion mit dem Auftreten friher Fernmetastasierung
[27, 28].

1.3 Resistenz gegeniiber Chemotherapie

Die Therapie des Pankreaskarzinoms stellt aufgrund des schlechten Ansprechens
auf konventionelle Chemotherapie und des daraus resultierenden geringen
Uberlebensvorteils weiterhin eine groBe Herausforderung dar. Dies beruht unter

anderem auf einer hohen intrinsischen, d.h. primaren Resistenz gegenuber
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Chemotherapie sowie einer extrinsischen, d.h. nach wiederholten Therapiezyklen
entwickelten, sekundaren Resistenz [29].

Es wurde bereits flr diverse solide Tumore ein Zusammenhang zwischen primarer
und erworbener Resistenz gegenuber Chemotherapie und der Aktivierung des c-
MET-Signalwegs dargestellt [30, 31]. Auch beim Pankreaskarzinom wird die
Aktivierung der  Tyrosinkinase c¢c-MET als ein  Mechanismus dieser
Resistenzentwicklung bzw. deren Aufrechterhaltung gegeniber Chemotherapie
interpretiert [29]. Aus diesem Grund konnte eine Inhibition der Zielstruktur c-MET die
Sensitivitat gegentber Chemotherapie, insbesondere Gemcitabin, steigern [29, 32]
und so einen vielversprechenden Ansatz flr die antineoplastische Therapie dieser

verheerenden Tumorentitat darstellen.

1.4 INC280

INC280 [(auch bekannt als INCB028060); 2-fluoro-N-methyl-4-(7-(quinolin-6-
ylmethyl)imidazo[1,2-b][1,2,4]triazin-2-yl)benzamide] ist ein oral verfligbarer, ATP-
kompetitiver Inhibitor der RTK c-MET. Er ist relativ selektiv fir c-MET, hat aber
zusatzlich hemmende Effekte auf die positive Regulation von EGFR und zeigte in
praklinischen Studien eine potente antineoplastische Wirkung [33, 34]. Zudem
konnte in einer Phase-lI-Dosiseskalationsstudie eine tolerable Toxizitat und eine
vielversprechende, dosisabhangige Verminderung der c-MET-Phosphorylierung
nachgewiesen werden [35]. Daruber hinaus gibt es verschiedene Phase-I- und II-
Studien fur Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren. Somit kénnte eine
Inhibition von c¢c-MET mittels INC280 auch fur das Pankreaskarzinom eine

erfolgversprechende Therapieoption darstellen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer medikamentésen c-MET-
Inhibition mit dem ATP-kompetitiven RTK-Inhibitor INC280 auf Tumorwachstum,
Signaltransduktion, Motilitdt und Resistenzentwicklung im xenogenen und syngenen

Pankreaskarzinommodel in vitro und in vivo zu bestimmen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Fur unsere Experimente verwendeten wir die humanen Pankreaskarzinomzelllinien
BxPC-3, MiaPaCa2, HPAF-II (American Type Culture Collection, Manassas, USA),
L3.6pl (Dr. I. J. Fiedler, University of Texas M. D. Andersen Cancer Center, Houston,
USA), die murine Zelllinie Panc02 (Prof. Schmitz, Universitat Bonn) sowie humane
Endothelzellen (,endothelial cells®, ECs) und glatte Gefallmuskelzellen (,vascular
smooth muscle cells®, VSMCs) (jeweils PromoCell, Heidelberg). Die Kultivierung der
Tumorzellen (aulRer Panc02) erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,;
PAA Laboratories, Colbe) unter Zusatz von 15%igem fetalem Kalberserum (,fetal calf
serum“, FCS) bei einer 5% CQO,-Sattigung und einer Temperatur von 37°C im
Brutschrank. Die Panc02-Zellen kultivierten wir in RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) unter Zugabe von 10% FCS. Das serumreduzierte Medium
stellten wir mit 1%igem FCS her. Der c-MET-Inhibitor INC280 wurde
freundlicherweise von Novartis Oncology (Basel, Schweiz) zur Verfiugung gestellt.
Dieser wurde fur die in vitro-Versuche in Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) aufgelést und in einer Dosierung von 100 bis 1000 nmol/l verwendet.
Sofern nicht anders angegeben, verwendeten wir INC280 in einer Dosierung von 500
nmol/l. Zur Hypoxie-Imitierung wurde Deferoxamin (DFX, 100 pymol/l; Sigma-Aldrich,

Taufkirchen) verwendet. Die Stimulation mit HGF erfolgte jeweils mit 50 ng/ml.

3.2 Gemcitabin-resistente Tumorzellen

Um Tumorzelllinien mit erworbener Resistenz gegen Gemcitabin in vitro zu erhalten,
behandelten wir native MiaPaCa2-Zellen mit steigenden Konzentrationen
Gemcitabin. Wir begannen die Behandlung mit einer Dosierung von 10 nmol/l
Gemcitabin und steigerten bis zu 250 nmol/l. Diese Zellen wurden anschliel3end
MiaPaCa2(G250) genannt.

3.3 MTT-Test — 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid-Test

Zur Analyse des Einflusses von INC280 auf das Tumorzellwachstum pipettierten wir
Tumorzellen (1x10%Loch) in 96-Loch-Platten (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und
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setzten diese steigenden INC-Konzentrationen (100, 500 und 1000 nmol/l) aus,
jeweils in Vollmedium und serumreduziertem Medium +/- HGF (50 ng/ml). Vitale
Zellen wandeln nach Zugabe den gelben Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) durch NADH-
abhangige Reduktion in den blau-violetten Farbstoff Formazan um. Dieser wird durch
Abstoppen der Reaktion mit DMSO sichtbar gemacht, welches die Zellen lysiert und
das Formazan freisetzt. Nach 24, 48 bzw. 72 Stunden ermittelten wir diesen
Farbumschlag und die sich zur Farbintensitat proportional verhaltende Vitalitat der
Zellen mittels Spektralphotometer (Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenlange von
590 nm.

3.4 Migrationsanalysen

Um den inhibitorischen Effekt von INC280 auf die Tumorzellmotilitat zu ermitteln,
fuhrten wir Migrationsanalysen mit modifizierten Boyden-Kammern (Becton
Dickinson Bioscience, Heidelberg) durch. Hierzu wurden die Tumorzellen in
serumreduziertem Medium resuspendiert und in die inneren Einsatze (8 um
Porendurchmesser) pipettiert. Zusammen mit den chemotaktischen Substanzen HGF
(50 ng/ml) und 15% FCS wurde INC280 (500 nmol/l) in die auleren Kammern
pipettiert. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Tumorzellen fixiert und migrierte
Zellen mit Diff-Quick Reagenz gefarbt (Behring, Newark, USA). Fur die
Migrationsanalysen mit ECs und VSMCs wahlten wir eine Inkubationszeit von 6
Stunden. Zellen, die durch den Filter migrierten, wurden in 4 zufallig gewahlten

Feldern gezahlt und die Durchschnittswerte der Felder berechnet.

3.5 Western Blot

Zum Nachweis tumorspezifischer, c-MET-getriggerter Signaltransduktionswege und
deren Inhibition durch INC280 wurden Western Blots durchgefuhrt. Die Tumorzellen
wurden hierfir vorher bei einer Zelldichte von 60-70% mit aufsteigenden
Konzentrationen INC280 (100, 500, 1000 nmol/l) fur 4 bzw. 24 Stunden in
serumreduziertem Medium (1% FCS) kultiviert und anschlieBend fur 15 Minuten mit
HGF (50 ng/ml) stimuliert. Nach Lyse der Zellen mittels Lysepuffer (bestehend aus
Ripa-B-Puffer, Proteininhibitor, Phenylmethylsulfonylfluorid und Natriumortho-

vanadat) und Zentrifugation zur Isolierung des Proteins, wurde dessen Konzentration
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mittels Bradford-Methode mit Hilfe eines Kits (BioRad, Minchen) photometrisch bei
einer Wellenlange von 595 nm quantifiziert. Die Proteinproben (je 40 ug) wurden
anschlieBend mit einer denaturierenden  10%igen  Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) elektrophoretisch in ihre Elemente
aufgetrennt und anschlieend aus den Gelen auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen. Diese Membranen wurden zunachst mit Primarantikorpern gegen p-
Akt Akt, p-ERK™202T204 - ERK p-c-MET™™%° ¢-MET, p-FAK™™?° FAK
(jeweils Cell Signaling, Beverly, USA), HIF-1a (Novus Biologicals, Littleton, USA) und
B-Actin (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, USA) inkubiert. Nach
nachfolgender Inkubation mit den entsprechenden Sekundarantikdrpern konnten
diese mittels Chemilumineszenz (Amersham Bioscience, Piscataway, USA) sichtbar
gemacht werden. Zur Detektion von HIF-1a wurden MiaPaCa2(G250)-Zellen Uber 24
Stunden mit INC280 (500 nmol/l) +/- DFX (100 pmol/l) inkubiert.

3.6 Real-Time PCR (RT-PCR)

Um den Einfluss des ,Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1) auf die c-MET-
Inhibition durch INC280 zu ermitteln, fUhrten wir eine Real-Time PCR mit dem
LightCycler® System (Roche, Basel, Schweiz) durch. Hierzu wurde die Gesamt-RNA
mit Hilfe des TRIzol® Reagenz (Life Technologies, Darmstadt) isoliert, mit Ethanol
gereinigt und durch reverse Transkription in ,complementary DNA® (cDNA)
umgeschrieben. Als Primerpaare dienten die Sequenzen 5-TGGCCTTATTTTGTTGT
TGGTG und 3-ATCATTGGCGAGCCTGGTAGTC fur die Amplifikation von MDR1
und das Primerpaar 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT und 3’-CCATCCAATCGGTAG
TAGCG fur 18s. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend mittels Gelelektrophorese

sichtbar gemacht.

3.7 ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Zur Bestimmung des Einflusses von INC280 auf die Sekretion von ,vascular
endothelial growth factor A“ (VEGF-A) und ,platelet derived growth factor subunit B”
(PDGF-B) wurden ELISAs durchgefihrt. Hierfir wurden ELISA kits spezifisch fur
humanes VEGF-A (BioSource, Nivelles, Belgien) und humanes PDGF-B (Peprotech,
Hamburg) verwendet. Pankreaskarzinomzellen (HPAF-II, L3.6pl, MiaPaCaz2,
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MiaPaCa2(G250)) wurden ausplattiert, fur 24 Stunden +/- INC280 (500 nmol/l)
inkubiert und mit DFX (100 ymol/l) stimuliert.

3.8 Tierversuche

Im Anschluss an die in vitro-Experimente verifizierten wir den inhibitorischen Effekt
von INC280 in vivo. Hierfur fuhrten wir verschiedene orthotope und subkutane
syngene sowie xenogene Mausmodelle durch. Die Experimente wurden von der
Tierkommission und der Ethikkommission der Universitat Regensburg genehmigt.
Die Mause wurden mit Leitungswasser und Trockenfutter zu funft in Kafigen
untergebracht, taglich gewogen und auf tumorspezifische Symptome untersucht.

Fur die xenogenen Versuche verwendeten wir 8 Wochen alte, mannliche athymische
Nacktmause (BALB/c™™), fiir die syngenen Experimente 8 Wochen alte, mannliche
C57BL/6-Mause (jeweils Charles River, Sulzfeld).

Zur Behandlung erhielten die Mause taglich um ca. 13 Uhr INC280 (10 mg/kg
Korpergewicht (KG), sofern nicht anders angegeben) mittels oraler Gavagier-Sonde.
Gemcitabin wurde zweimal pro Woche nachmittags als intraperitoneale (i.p.) Injektion
appliziert (50 bzw. 100 mg/kg KG). Zum Auflésen von INC280 verwendeten wir in
vivo eine Stammlosung aus 0,5% Methylcellulose und 0,1% Tween80 (Sigma-
Aldrich, Munchen). Diese verdunnten wir mit Wasser unter 1- bis 2-minutigem
vortexen in einem 45°C Wasserbad. Die Konzentrationen der finalen Ldsung
betrugen 0,25% Methylcellulose und 0,05% Tween80.

3.8.1 Subkutanes Modell

Subkutane, syngene Modelle verwendeten wir zur Dosisfindung von Gemcitabin,
dem systemischen Therapiestandard [3], sowie zur Behandlung lokal
fortgeschrittener Tumore mit INC280 und Gemcitabin als Mono- bzw.
Kombinationstherapie. Hierfiir wurden jeweils ca. 1x10° Panc02-Zellen in die rechte
Flanke von C57BL/6-Mausen injiziert und die Mause anschlie3end randomisiert.

Ziel der Dosisfindungsstudie war es, eine Dosierung zu ermitteln, bei der das
Tumorwachstum in unserem murinen Tumormodell verzdgert, jedoch nicht verhindert
wird, um moglichst die reale Situation beim Patienten abbilden zu kdénnen. Nach
Tumorzellinjektion wurden die Tiere in eine Kontroll- und 2 Behandlungsgruppen (n=

5 Tiere/Gruppe) randomisiert. Die Mause der Behandlungsgruppen erhielten jeweils
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zweimal pro Woche 50 mg/kg bzw. 100 mg/kg Gemcitabin i.p. ab Tag 8. Tumore der
hoher dosierten Behandlungsgruppe wurden am Ende des Experiments asserviert
und die c-MET-Expression mittels Western Blot ermittelt.

In einem weiteren subkutanen Modell analysierten wir den Einfluss des c-MET-
Inhibitors INC280 auf das Uberleben in fortgeschrittenen Tumorstadien. Die Tiere
wurden hierfur in 4 Gruppen randomisiert (n= 10/Gruppe). Um die klinische Situation
zu imitieren, therapierten wir ab einer TumorgréfRe von ca. 80 mm?® 20 Mause mit
Gemcitabin i.p. (100 mg/kg zweimal pro Woche). Sobald Tumore eine GroRe von ca.
300 mm? erreichten, fuhrten wir bei 10 dieser Mause eine zusatzliche Behandlung mit
INC280 (10 mg/kg/d) durch. Zudem erhielten 10 bisher unbehandelte Mause INC280
(10 mg/kg/d). Der Versuch wurde beendet, sobald Tumore eine GroRe von ca. 800

mm? erreichten.

3.8.2 Orthotopes Modell

In verschiedenen xenogenen und syngenen, orthotopen Modellen untersuchten wir
den inhibitorischen Einfluss von INC280 sowie einer Kombinationsbehandlung aus
INC280 und Gemcitabin auf c-MET. Nach Laparotomie wurden die jeweiligen
Tumorzellen in den Pankreasschwanz injiziert und die Mause entsprechend
randomisiert.

In einem ersten xenogenen Modell verwendeten wir humane L3.6pl-Zellen (1x10°
Zellen) und randomisierten die BALB/c™™-Mause in 2 Behandlungs- und eine
Kontrollgruppe (n= 8-12 Tiere/Gruppe). 7 Tage nach Tumorzellinjektion begannen
wir mit der Behandlung. Die Mause der Behandlungsgruppen erhielten jeweils taglich
10 mg/kg bzw. 20 mg/kg INC280. Die Dosierungen beruhen auf von Liu et al. zuvor
evaluierten Dosierungsschemata [28]. An Tag 28 wurde der Versuch beendet,
Tumore exzidiert und gewogen und die Inzidenz von makroskopisch sichtbaren
Leber- und Lymphknotenmetastasen evaluiert.

Diesen inhibitorischen Wachstumseinfluss von INC280 bestatigten wir in einem
syngenen Modell mit murinen Panc02-Tumorzellen (2,5x10° Zellen). Die Mause
wurden in 2 Gruppen randomisiert mit n= 7 Tiere/Gruppe. Wie im Vorversuch
begannen wir die Behandlung an Tag 7. Die Behandlungsgruppe erhielt taglich 10
mg/kg INC280. Aufgrund des aggressiveren Wachstums der Panc02-Tumore wurde

der Versuch bereits an Tag 21 beendet, nachdem Tiere der Kontrollgruppe erste
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Anzeichen fur ein fortgeschrittenes Tumorleiden aufwiesen. Die Tumore wurden
reseziert, gewogen und die Mause auf das Vorliegen von makroskopisch sichtbaren
Lymphknotenmetastasen und Aszites untersucht (unserer Erfahrung nach entwickeln
Panc02-Zellen keine Lebermetastasen).

Uberdies untersuchten wir den inhibitorischen Einfluss einer
Kombinationsbehandlung aus INC280 und Gemcitabin (100 mg/kg zweimal
wochentlich)  in einem syngenen Mausmodell. Fur einen verlangerten
Behandlungszeitraum reduzierten wir die Zahl der in den Pankreasschwanz
injizierten Tumorzellen auf 1x10°. Die Mause wurden in 4 Gruppen randomisiert (2
Monotherapiegruppen, eine Kombinationstherapiegruppe und eine Kontrollgruppe
mit n= 7-9 Tiere/Gruppe) und die Therapie an Tag 7 nach Tumorzellinjektion
begonnen. An Tag 27 zeigten Mause der Kontrollgruppe schwerwiegende Zeichen
der Tumorerkrankung, sodass der Versuch beendet wurde. Die Tumore wurden
exzidiert, gewogen und die Mause auf das Vorliegen von Fernmetastasen
untersucht. Zudem asservierten wir Gewebe fur immunhistochemische Analysen.

In Analogie zu dem zuvor beschriebenen, subkutanen Uberlebensversuch fiihrten wir
ein entsprechendes orthotopes Uberlebensmodell durch. Nach Injektion von 1x10°
Panc02-Zellen in den Pankreasschwanz wurden die Mause erneut in 4 Gruppen
randomisiert (n= 10/Gruppe). Die Behandlung mit Gemcitabin (100 mg/kg zweimal
pro Woche) wurde an Tag 10 begonnen, basierend auf den Ergebnissen des
subkutanen Modells fugten wir ab Tag 20 INC280 (10 mg/kg/d) zur Therapie hinzu.
Die Mause wurden getotet, sobald sie fortgeschrittene Tumorerkrankungszeichen

aufwiesen.

3.9 Immunhistochemie

Vom paraffinierten und kryofixierten Tumorgewebe wurden Schnitte mit dem
Mikrotom zur weiteren immunhistochemischen Aufarbeitung hergestellt.

Zur Bestimmung der Tumorvaskularisierung fuhrten wir CD31-Farbungen an
Kryoschnitten durch. Daflr wurde das gefrorene Gewebe in kaltem Aceton und
Chloroform fixiert, mit PBS (,phosphate buffered saline“) gewaschen und mit dem
primaren Anti-CD31-Antikérper (1:50; Pharmingen, Heidelberg) sowie dem
entsprechenden sekundaren Antikérper (1:200, Alexa Fluor 488; Sigma-Aldrich,

Taufkirchen) inkubiert. Die Antikérperbindungen wurden mittels 3,3’-Diaminobenzidin
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sichtbar gemacht. Zur Auswertung wurden bei 20-facher VergroRerung Aufnahmen
aus 4 Abschnitten der Tumorschnitte angefertigt, diese mit Hilfe der Imaged Software
(Version 1.46r) in Graustufen Uberfuhrt und ein Grenzwert fur alle Schnitte festgelegt.
Die Gefaliflache wurde anschlieend als Pixel/Gesichtsfeld ausgewertet.

Um die Tumorzellproliferation analysieren zu konnen, fuhrten wir Ki-67-Farbungen an
Paraffinschnitten durch. Hierfur wurden die Schnitte initial mit Xylol entparaffiniert
und mit einer absteigenden Alkoholwaschreihe (Isopropanolol, 95%iger Ethanol,
70%iger Ethanol) und Citratpuffer (pH 6; Merck, Darmstadt) rehydriert. Anschlie3end
erfolgte eine Blockierung endogener Peroxidasen mit Hilfe von H,O, Zum Schluss
wurden die Tumorschnitte mit dem primaren Ki-67-Antikdrper (1:100; Abcam,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich) tUber Nacht inkubiert und nach Waschen mit
TBS-Puffer (,tris-buffered saline) der sekundare Antikorper (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, USA) hinzugefugt und mit 3,3"-Diaminobenzidin
inkubiert. Negativkontrollen wurden durch Weglassen des primaren Antikdrpers
durchgefuhrt. Die Ki-67-positiven Zellen zahlten wir bei 20-facher VergroRerung in
jeweils 4 zufalligen Feldern pro Gewebeschnitt und ermittelten den Mittelwert.

Zur Beurteilung der Zellapoptose verwendeten wir die ,TdT-mediated dUTP-biotin
nick end labeling“-Methode (TUNEL; Promega Corp., Mannheim). Mit Hilfe dieser
Methode werden bei der Apoptose entstehende DNA-Fragmente durch das Enzym
TdT mit markierten Nukleotiden versehen. Diese werden anschlielend mittels
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Unter 20-facher VergroRerung nahmen wir
4 Gesichtsfeldausschnitte auf und zahlten die TUNEL-positiven Zellen. Der Mittelwert

wurde ermittelt.

3.10 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SigmaStat (Version 3.0). Zum
Ausschluss signifikanter Ausrei3er bei den in vivo-Experimenten fuhrten wir den
Grubb’s test durch (www.graphpad.com). Zur Bestimmung der statistischen
Signifikanz Tumor-assoziierter Variablen der in vivo-Versuche verwendeten wir den
Mann-Whitney-U-Test fur nicht parametrische Daten und die Varianzanalyse
(ANOVA,; ,analysis of variance®) mit anschliefendem Multiple Comparison Test nach

Tukey fur mehr als 2 Gruppen. Die in vitro-Daten wurden mit Hilfe des
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Zweistichproben-t-Tests analysiert. Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte =+
Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der c-MET-Inhibition auf Pankreaskarzinomzellen in vitro

Zu Beginn analysierten wir mittels Western Blot die Expression der RTK c-MET als
Zielstruktur von INC280 in humanen Pankreaskarzinomzelllinien. Zudem ermittelten
wir die Expression des Oberflachenrezeptors EGFR, fur den eine nachweisliche
Wechselwirkung mit c-MET besteht [23]. c-MET wurde von HPAF-II-, BxPC3- und
L3.6pl-Zellen exprimiert, wohingegen MiaPaCa2-Zellen die Zielstruktur nicht
nachweisbar exprimierten. EGFR war in allen Zelllinien nachweisbar.

Mit dem Wissen, dass die Zielstruktur c-MET exprimiert wird, bestimmten wir den
Einfluss seines Inhibitors INC280 auf das Wachstum der Tumorzelllinien in vitro.
MTT-Analysen wiesen eine leichte, jedoch signifikante, dosisabhangige
Wachstumsinhibition der HPAF-II-Zelllinie lediglich unter Stimulation mit HGF auf,
wahrend konstitutiv kein Effekt nachweisbar war (Abb. 1A). In den anschlieRenden
Migrationsanalysen zeigte sich, dass eine c-MET-Hemmung zu einer signifikanten
Reduktion der HGF-induzierten Motilitat fihrt; die konstitutive Migration der HPAF-II-
Zellen blieb von dieser Inhibition jedoch unbeeintrachtigt (Abb. 1B). Schlussendlich
ermittelten wir mittels Western Blot die Wirkung von INC280 auf die Aktivierung
onkogener Signalwege (u.a. c-MET, Akt, ERK). Durch Inkubation von HPAF-II-Zellen
mit INC280 (500 nmol/l) Uber 4 bzw. 24 Stunden blieb die konstitutive
Phosphorylierung von Akt, ERK und FAK unbeeintrachtigt. Unter diesen
Bedingungen war ebenso wenig eine konstitutive Phosphorylierung von c-MET
nachweisbar. Eine 15-minutige Stimulation mit HGF hingegen fuhrte zu einer
Phosphorylierung von c-MET, Akt, ERK und FAK. Durch vorherige Behandlung mit
INC280 wurde dieser Effekt vollstandig aufgehoben (Abb. 1C).

Die beschriebenen Daten konnten sowohl in der humanen Pankreaskarzinomzelllinie
L3.6pl (Abb. 1D) als auch in der murinen Panc02-Zelllinie reproduziert werden.
Insgesamt demonstrieren unsere Ergebnisse, dass eine Behandlung mit INC280 das
HGF-getriggerte Wachstum, die Motilitdt und die onkogene SignalUbertragung in

Pankreaskarzinomzellen wirksam hemmt.
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Abb. 1 Exemplarischer Auszug einiger in vitro-Daten anhand von HPAF-Il A) MTT-Analyse; HGF-
induzierte Wachstumssteigerung nach 48 und 72h, die durch INC280 signifikant gechemmt wird (* und *p <
0.05). B) Migrationsanalyse; signifikante Reduktion der HGF-induzierten Motilitdat nach Behandlung mit
INC280 (* und *p < 0.05). C) Western Blot; Aktivierung onkogener Signalwege durch HGF. Dieser Effekt
wird durch INC280 vollstandig aufgehoben. D) Migrationsanalysen mit L3.6pl-Zelllinie;
motilitditshemmende Wirkung von INC280 reproduzierbar (* und *p < 0.05). A, B, D) Fehlerbalken:
Standardfehler des Mittelwerts. Die Stimulation mit HGF erfolgte jeweils mit 50 ng/mL

4.2 Effekte von INC280 auf Gemcitabin-resistente Tumorzelllinien in vitro

Die Pankreaskarzinomzelllinie MiaPaCa2 weist eine gewisse natlrliche Resistenz
gegenuber Gemcitabin auf [5]. Um diese Resistenz zu verstarken, stimulierten wir
MiaPaCa2-Zellen mit steigenden Konzentrationen Gemcitabin (10 - 250 nmol/l) und
verwendeten die mit 250 nmol/l vorbehandelten MiaPaCa2-Zellen fur die weiteren

Versuche (genannt MiaPaCa2(G250)). Zunachst verglichen wir die nativen
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MiaPaCa2-Zellen (im Folgenden MiaPaCa2(par) genannt) mit den MiaPaCa2(G250)
bezuglich der Expression von c-MET. Interessanterweise wiesen die MiaPaCa2(par)-
Zellen keine c-MET-Expression auf; MiaPaCa2(G250)-Zellen hingegen exprimierten
ein starkes c-MET-Signal sowie ein diskret gesteigertes EGFR-Signal. Anschlielend
wurden beide Zelllinien hinsichtlich der inhibitorischen Eigenschaften von INC280
untersucht. In MTT-Analysen sprachen MiaPaCa2(par) aufgrund des fehlenden c-
MET-Rezeptors wie erwartet nicht auf eine HGF-Stimulation und folglich auch nicht
auf eine c-MET-Inhibition durch INC280 an (Abb. 2A). Im Gegensatz dazu fuhrte eine
Stimulation mit HGF bei MiaPaCa2(G250) zu einer starken Wachstumsinduktion, die
durch INC280 signifikant, jedoch dosisunabhangig gehemmt wurde (Abb. 2B). In
Migrationsanalysen konnten wir bei den MiaPaCa2(par)-Zellen lediglich eine
tendenziell gesteigerte Motilitat durch HGF-Induktion nachweisen. INC280 (500
nmol/l) hatte weder auf die konstitutive noch auf die HGF-induzierte Motilitat Einfluss.
Anders verhielt es sich bei den MiaPaCa2(G250)-Zellen: hier fuhrte eine Stimulation
mit HGF zu einer mehr als 6-fachen Steigerung der Motilitat, die durch c-MET-
Inhibition signifikant gehemmt werden konnte. Western Blots mit MiaPaCa2(par)
wiesen blol3 eine moderate Phosphorylierung von Akt und ERK nach HGF-
Stimulation auf. INC280 (500 nmol/l) hob diesen Effekt fur ERK auf, bei Akt zeigte
sich jedoch nur eine geringe Abschwachung. In den resistenten MiaPaCa2(G250)-
Zellen fuhrte die Stimulation mit HGF hingegen zu einer ausgepragten
Phosphorylierung von Akt, ERK und FAK, welche durch Behandlung mit INC280
(500 nmol/l) stark inhibiert wurde (Abb. 2C). Abschlielend untersuchten wir die
Expression von MDR1 als moglichen Zytostatikaresistenzmediator [36, 37].
Interessanterweise exprimierten native MiaPaCa2(par) keine MDR71-mRNA im
Gegensatz zu resistenten MiaPaCa2(G250). In diesen Zellen wurde die MDR1-
MRNA-Expression stark durch Stimulation mit dem Hypoxie-imitierenden DFX
induziert und durch anschlieRende Behandlung mit INC280 signifikant reduziert.
Passend hierzu konnten wir auf der Suche nach Mechanismen der MDR7-Regulation
mittels Western Blot nachweisen, dass die Expression von ,hypoxia-inducible factor
1-alpha“ (HIF-1a), einem Hauptregulator von MDR1 und Stromafaktoren wie VEGF-
A, durch c-MET-Inhibition in MiaPaCa2(G250)-Zellen herunterreguliert wird.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass eine gesteigerte c-MET-

Expression eine Rolle in der Resistenzentwicklung gegenuber Gemcitabin spielt.
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Diese in Gemcitabin-resistenten Zellen beobachtete Uberexpression kann durch
INC280 wirksam inhibiert werden.
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Abb. 2 Gemcitabin-resistente Tumorzellen (MiaPaCa2(G250)) A) MTT-Analyse MiaPaCa2(par); native
MiaPaCa2-Zellen bleiben von Stimulation mit HGF unbeeinflusst, folglich auch von c-MET-Inhibition
durch INC280. B) MTT-Analyse MiaPaCa2(G250); starke Wachstumsinduktion durch HGF, die durch INC280
signifikant gehemmt wird (* und *p < 0.05). C) Western Blot; HGF-induzierte Phosphorylierung onkogener
Signalwege wird durch INC280 deutlich gehemmt. D) ELISA; starke Induktion der VEGF-A-Sekretion durch
DFX, die durch INC280 signifikant gehemmt wird (* und *p < 0.05). A, B, D): Fehlerbalken: Standardfehler
des Mittelwerts. HGF wurde in einer Dosierung von 50 ng/ml verwendet.

4.3 Modulation von Stromafaktoren in Pankreaskarzinomzelllinien in vitro

Tumorzellen stellen eine wichtige Quelle fur Stromafaktoren dar, die das Mikromilieu

beeinflussen [38]. Vor diesem Hintergrund untersuchten wir, ob durch eine Blockade
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von c-MET die VEGF-A- und PDGF-B-Sekretion in Pankreaskarzinomzellen
moduliert wird. In durchgefuhrten ELISAs fir VEGF-A und PDGF-B blieb die
Sekretion der beiden Wachstumsfaktoren in der HPAF-II- und L3.6pl-Zelllinie von der
c-MET-Hemmung unbeeinflusst. Selbst nach Stimulation mit DFX zeigte sich kein
Effekt. Interessanterweise konnte eine vermehrte VEGF-A- und PDGF-B-Sekretion in
MiaPaCa2(G250) gegenuber MiaPaCa2(par) ermittelt werden. Nichtsdestotrotz hatte
INC280 keinen Einfluss auf die konstitutive Sekretion der beiden Wachstumsfaktoren
sowohl in MiaPaCa2(par) als auch in MiaPaCa2(G250). Dies lasst vermuten, dass
andere, c-MET-unabhangige Mechanismen diese Hochregulierung beeinflussen.

Abschlieend untersuchten wir den Einfluss der c¢c-MET-Inhibition auf das
Sekretionsniveau von VEGF-A und PDGF-B in Gemcitabin-resistenten, DFX-
stimulierten MiaPaCa2(G250). In diesen Zellen hatte INC280 bereits zu einer
signifikanten Hemmung von HIF-1a gefuhrt. Die Ergebnisse zeigten eine starke DFX-
induzierte Steigerung der VEGF-A-Sekretion, die anschlieend durch c-MET-
Blockade signifikant gehemmt wurde (Abb. 2D). Die Inkubation mit DFX flhrte
aulBerdem zu einer signifikanten Steigerung der Proteinsekretion von PDGF-B in
diesen Zellen, welche von der Behandlung mit INC280 jedoch unbeeinflusst blieb.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass eine Modulation der
Zielstruktur c-MET in Pankreaskarzinomzellen keinen Einfluss auf die Sekretion von
VEGF-A und PDGF-B hat; dennoch ist es moglich, dass die Sekretion von VEGF-A
in Gemcitabin-resistenten Zellen durch c-MET-Blockade Uber eine Inhibition von HIF-

1a beeinflusst wird.

4.4 c-MET als Zielstruktur in Stromakomponenten (ECs, VSMCs) in vitro

Das Pankreaskarzinom wird histologisch malgeblich durch eine starke
Stromakomponente charakterisiert [38]. Aus diesem Grund untersuchten wir den
Einfluss der c-MET-Blockade auf Endothel- und glatte GefalRmuskelzellen (ECs und
VSMCs). MTT-Analysen in ECs zeigten unter serumreduzierten Bedingungen und
nach Stimulation mit HGF eine leichte, jedoch signifikante Wachstumszunahme, die
durch INC280 dosisunabhangig aufgehoben wurde. Unter konstitutiven Bedingungen
blieben die Zellen von INC280 unbeeintrachtigt. In Migrationsanalysen konnten wir
eine signifikante Induktion der Motilitat unter HGF-Stimulation nachweisen, die durch

INC280 entsprechend gehemmt wurde. Mittels Western Blot untersuchten wir die
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Aktivierung onkogener Signalwege in diesen Zellen. Eine Behandlung mit INC280
fuhrte zu einer starken Inhibition der HGF-induzierten Aktivierung von Akt und ERK,
wohingegen kein Einfluss auf die konstitutive Phosphorylierung beider Proteine zu
beobachten war. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass INC280
Endothelzellen unter HGF-Stimulation beeinflussen kann.

Im Anschluss untersuchten wir die Wirkung von INC280 auf VSMCs. In MTT-
Analysen zeigte sich unter konstitutiven Bedingungen ab 100 nmol/l eine
dosisabhangige Wachstumsinhibition der Zellen. Im Gegensatz zu den ECs hatte
eine Stimulation mit HGF unter serumreduzierten Bedingungen keinen Einfluss auf
das Wachstum der VSMCs. Demzufolge beeintrachtigte auch die Behandlung mit
INC280 diese Zellen nicht. In Migrationsanalysen mit VSMCs konnte durch
Inkubation mit HGF keine Steigerung der Motilitdt nachgewiesen werden. INC280
hatte hier jedoch bereits auf die konstitutive Motilitat der GefaRmuskelzellen einen
hemmenden Effekt. Zuletzt flhrten wir Western Blot-Analysen durch. Hinsichtlich der
inhibitorischen Eigenschaften von INC280 zeigte sich kein Einfluss auf die
konstitutive Phosphorylierung von Akt und lediglich ein geringer Effekt auf die
Phosphorylierung von ERK. Somit lasst sich schlussfolgern, dass VSMCs von einer
Stimulation durch HGF unbeeinflusst bleiben und INC280 folglich nur einen

vernachlassigbaren Effekt auf diese Zellen hat.

4.5 Einfluss der c-MET-Inhibition auf Tumorwachstum in vivo

Unsere bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass eine INC280-getriggerte c-
MET-Inhibition effektiv gegen Pankreastumorzellen ist. Um die in vitro gewonnenen
Ergebnisse zu bestatigen und zu vertiefen, fuhrten wir zunachst ein orthotopes,
xenogenes Mausmodell mit metastasierenden L3.6pl-Tumorzellen durch. Um
potentielle dosisabhangige Effekte zu ermitteln, begannen wir 7 Tage nach
Tumorzellimplantation mit der INC280-Behandlung in 2 verschiedenen Dosierungen
(10 und 20 mg/kg/d). Nach 28 Tagen wurde der Versuch beendet. Es zeigte sich
eine  signifikante  Reduktion des finalen  Tumorgewichts in  beiden
Behandlungsgruppen gegenuber der Kontrollgruppe, jedoch ohne Unterschied
zwischen den beiden Behandlungskollektiven (Abb. 3A). Wir legten daher fur die
Folgeversuche 10 mg/kg/d als Behandlungsdosis fest. Zusatzlich zeigte sich ein nicht

signifikanter Trend zu einer reduzierten Lebermetastasierung durch c-MET-Inhibition.
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Bei 67% (8/12 Mausen) der Kontrollgruppe konnten Lebermetastasen nachgewiesen
werden im Vergleich zu 50% (5/10 bzw. 4/8 Mausen) in den Behandlungsgruppen
(Tab. 1). Ahnliche Ergebnisse erhielten wir in Hinblick auf vergroRerte Lymphknoten:
In der Kontrollgruppe wiesen 67% (8/12 Mausen) vergroRerte Lymphknoten auf im
Gegensatz zu 30% (3/10 Mausen; 10 mg/kg/d) bzw. 25% (2/10 Mausen; 20 mg/kg/d)
in den jeweiligen Behandlungsgruppen. Eine statistische Signifikanz wurde dabei
nicht erreicht (Tab. 1). Dennoch ist dieser Trend von Bedeutung, da Lymphknoten
den primaren Metastasierungsweg beim Pankreaskarzinom darstellen [39, 40]. Um
den inhibitorischen Einfluss von INC280 auf das Tumorwachstum zu bestatigen,
fuhrten wir anschlielend ein orthotopes, syngenes Modell mit murinen Panc02-
Tumorzellen durch. Wie im vorherigen xenogenen Modell zeigte sich auch hier ein
durch c-MET-Inhibition signifikant vermindertes Tumorwachstum an Tag 21 sowie ein
Trend zu reduzierter lymphogener Metastasierung (Tab. 1). Zudem konnte bei keiner
der mit INC280 behandelten Mause Aszites nachgewiesen werden, wohingegen 57%
(4/7 Mausen) der Kontroligruppe Aszites aufwiesen (Tab. 1). Lebermetastasen
wurden nicht detektiert, da murine Panc02-Zellen unserer Erfahrung nach nach
orthotoper Implantation in das Pankreas keine Lebermetastasen bilden.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Inhibition von ¢c-MET durch
INC280 zu einer Reduktion des Tumorwachstums und zumindest tendenziell der

Metastasenbildung in vivo flhrt.

4.6 Kombination von c-MET-Inhibition und Gemcitabin in vivo

Gemcitabin stellt den therapeutischen Standard in der Behandlung von
Pankreaskarzinompatienten dar [3, 4]. Aufgrund dessen evaluierten wir eine
Kombinationsbehandlung aus INC280 und Gemcitabin in vivo. Wir fihrten zunachst
einen subkutanen, syngenen Gemcitabin-Dosiseskalationsversuch mit Panc02-
Zellen durch. Um mdglichst die klinische Situation widerzuspiegeln, ermittelten wir
eine Dosis mit nur limitierter therapeutischer Wirkung. Eine Konzentration von 50
mg/kg bzw. 100 mg/kg Gemcitabin i.p. zweimal wochentlich appliziert fihrte zu einer
Verzogerung des Tumorwachstums, nicht jedoch zu einer vollstandigen Inhibition in
diesem Modell (Abb. 3B). In Western Blot-Analysen dieser Tumore zeigte sich eine
deutliche Hochregulierung der c-MET-Expression nach Behandlung mit Gemcitabin

(Abb. 3C). Fur weitere Versuche verwendeten wir Gemcitabin in einer Dosierung von
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100 mg/kg in Kombination mit INC280 (10 mg/kg/d). Die Wirksamkeit dieser
Kombination ermittelten wir zuerst in einem orthotopen, syngenen Mausmodell
(Panc02). 7 Tage nach Tumorzellinjektion begannen wir die Behandlung mit INC280,
Gemcitabin oder einer Kombination aus beiden und setzten diese fur 20 Tage fort.
Es traten keine  Therapie-assoziierten Nebenwirkungen auf. Alle
Behandlungsgruppen zeigten eine signifikante Reduktion des finalen Tumorgewichts.
Die Kombinationstherapie manifestierte sich dennoch als effektivste Therapie und
wies eine signifikante Reduktion des Tumorgewichts sowohl gegenuber der Kontroll-
als auch gegenuber den beiden Monotherapiegruppen auf (Abb. 3D). Wie in den
Vorversuchen untersuchten wir auch diese Mause auf mdgliche Metastasen. Unter
der Kombinationstherapie mit INC280 und Gemcitabin zeigte sich eine signifikant
reduzierte Bildung von Lymphknotenmetastasen (12,5%, 1/8 Mausen) gegenuber der
Kontrollgruppe (67%, 6/9 Mausen; Tab. 1). Aszites war in der kombinierten
Therapiegruppe hingegen gar nicht nachweisbar (im Vergleich zu 33% in der

Kontrollgruppe; Tab. 1).

Orthotopes L3.6pl-Modell*

Lebermetastasen LK-Metastasen
positiv negativ positiv negativ
Kontrolle (n=12) 8 (66.7%) 4 (33.3%) 8 (66.7 %) 4 (33.3%)
INC280 10 mg/kg/d (n=10) 5 (50%) 5 (50%) 3 (30%) 7 (70%)
INC280 20 mg/kg/d (n=8) 4 (50%) 4 (50%) 2 (25%) 6 (75%)
Orthotopes Panc02-Modell?
LK-Metastasen Aszites
positiv negativ positiv negativ
Kontrolle (n=7) 4 (57.1%) 3 (42.9%) 4 (57.1%) 3 (42.9%)
INC280 10 mg/kg/d (n=7) 0 (0%) 7 (100%) 0 (0%) 7 (100%)
Orthotopes Panc02-Modell?
LK-Metastasen Aszites
positiv negativ positiv negativ
Kontrolle (n=9) 6 (66.7%) 3 (33.3%) 3(33.3%) 6 (66.7%)
INC280 (n=7) 1(14.3 %) 6 (85.7%) 1(14.3 %) 6 (85.7%)
Gemcitabin (n=8) 2 (25%) 6 (75%) 2 (25%) 6 (75%)
INC280+Gemcitabin (n=8) 1(12.5%) 7 (87.5%)" 0 (0%) 8 (100%)

L unserer Erfahrung nach keine Aszitesbildung
2 unserer Erfahrung nach keine Lebermetastasenbildung
*p < 0.05 vs. Kontrolle

Tabelle 1 Metastasenbildung in orthotopen xenogenen und syngenen Pankreaskarzinommodellen
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AnschlieBende immunhistochemische Aufarbeitungen zeigten eine signifikante
Inhibition der Tumorzellproliferation (Ki-67-Farbung) in allen Behandlungsgruppen
(Abb. 3E). Die Kombinationstherapie war auch hier den Monotherapien signifikant
Uberlegen. Hinsichtlich der Vaskularisierung (CD31-Farbung) wiesen alle
Behandlungsgruppen eine signifikante Reduktion gegenuber der Kontrollgruppe auf,
zwischen den jeweiligen Behandlungsgruppen liel sich jedoch kein Unterschied
nachweisen (Abb. 3F). Die mittels TUNEL-Farbung ermittelte Apoptose blieb von der
Therapie unbeeinflusst.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich den potentiellen therapeutischen Nutzen fur eine

Kombinationsbehandlung aus Gemcitabin und c-MET-Inhibition.
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Abb. 3 Exemplarischer Auszug einiger in vivo-Daten A) Orthotopes, syngenes Tumormodel (L3.6pl);
signifikante Reduktion des finalen Tumorgewichts durch Behandlung mit INC280 (*p < 0.05) B) Syngenes,
subkutanes Modell (Panc02); initiale Wachstumsinhibition unter Gemcitabin-Therapie, im Verlauf wieder
exponentielle Wachstumsphase C) Western Blot Tumorgewebe; gesteigerte c-MET-Expression durch
Gemcitabin-Behandlung D) Syngenes, orthotopes Model (Panc02); signifikante Reduktion des finalen
Tumorgewichts durch Behandlung mit Gemcitabin und INC280 (*p < 0.05) mit deutlicher Uberlegenheit
der Kombinationstherapie (*fp < 0.05). E) Immunhisto Ki-67-Farbung; Signifikante Reduktion der
Tumorproliferation unter Therapie mit Gemcitabin und INC280 (*p < 0.05 vs. Kontrolle, *p < 0.05 vs.
Gemcitabin- und INC280-Monotherapie). F) Immunhisto CD31-Farbung; Signifikante Reduktion der
Angiogenese unter Therapie mit Gemcitabin und INC280 (*p < 0.05) ohne zusatzlichen Vorteil der

4.7 Uberlebensvorteil durch c-MET-Inhibition in Kombination mit Gemcitabin

Der klinische Alltag zeigt, dass sich Uber 80% der Patienten bei Diagnosestellung in
einem fortgeschrittenen  Tumorstadium befinden und eine systemische
Chemotherapie erhalten [3]. Um dieser Situation gerecht zu werden, fuhrten wir furs
Erste ein subkutanes, syngenes Tumormodell mit verzogertem Behandlungsbeginn
durch (Panc02). Ab einer TumorgroRe von 100 mm?* wurde die Behandlung mit
Gemcitabin (100 mg/kg zweimal pro Woche) begonnen. Aus den Ergebnissen
unseres initialen, subkutanen Gemcitabin-Tumormodells schlussfolgerten wir, dass
diese Dosierung anfanglich bis zu einer Tumorgrole von 300 mm?® zu einer
Verzdgerung des Tumorwachstums flhrt und der Tumor anschlielend wieder in ein
exponentielles Wachstum Ubergeht. Somit definierten wir Tumore > 300 mm? als
klinisch progredient und fugten INC280 als ,Zweitlinientherapie“ hinzu. Nach
Erreichen einer Tumorgrof3e von 800 mm?® wurden entsprechende Mause getotet. In

diesem Modell konnten wir nachweisen, dass die initiale Behandlung mit Gemcitabin
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wie erwartet zu einer Verzogerung des Tumorwachstums fuhrt. Eine zeitlich
verzogerte, alleinige Behandlung mit INC280 (Tumore > 300 mm?3) hingegen ergab
keinen Behandlungsvorteil. Als effektivste Therapie erwies sich die Kombination aus
Gemcitabin und INC280 mit deutlich reduzierter Progression des Tumorwachstums
auch gegenuber der Gemcitabin-Monotherapie (Abb. 4A). Da das Mikromilieu einen
bekannten Einfluss auf Tumorwachstum und Resistenzentwicklung gegenuber
Zytostatika hat [41], Ubertrugen wir den Versuch anschlieBend auf ein orthotopes,
syngenes Tumormodell (Panc02). Die Behandlung mit Gemcitabin (100 mg/kg
zweimal pro Woche) wurde an Tag 10 initiiert, an Tag 20 fligten wir INC280 (10
mg/kg/d) hinzu. In Einklang mit dem subkutanen Vorversuch bestatigte sich in
diesem orthotopen Modell, dass eine alleinige Behandlung mit INC280 keinen
Einfluss auf bereits fortgeschrittene Tumore hat und die Behandlung mit Gemcitabin
zu einer signifikanten Verbesserung des Uberlebens fiihrt. Wie im subkutanen Modell
erwies sich aber auch hier die verzdogerte INC280-Behandlung bei den mit
Gemcitabin vortherapierten Tumoren als signifikant Uberlegene Therapieoption
gegenuber den Monotherapiegruppen (Abb. 4B). Daraus lasst sich ableiten, dass
eine Erweiterung der systemischen Gemcitabin-Therapie um einen c-MET-Inhibitor

auch in fortgeschrittenen Stadien des Pankreaskarzinoms sinnvoll ist.
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Abb. 4 Kombinationstherapie Gemcitabin + INC280 A) Syngenes, subkutanes Modell (Panc02); Therapie
mit Gemcitabin ab > 80 mm? fiihrt zu einer Wachstumsverzégerung, Kombination aus Gemcitabin und
INC280 bei Tumorprogress (> 300 mm3) zu einer signifikant verbesserten Wachstumsinhibition. B)
Syngenes, orthotopes Uberlebensmodell (Panc02); signifikante Uberlebensverlingerung unter
Gemcitabin-Monotherapie (*p < 0.05 vs. Kontrolle und INC280) sowie unter Kombinationstherapie (*p <
0.01 vs. Kontrolle, p < 0.05 vs. Gemcitabin). A) Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.
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5 Diskussion

Das Pankreaskarzinom gehort weiterhin zu den Tumorentitadten mit der schlechtesten
Prognose gemessen am 5-Jahresuberleben. Die einzige kurative Therapieoption
besteht in der chirurgischen Intervention [1, 2]. Die Mehrheit der Patienten stellt sich
jedoch in Stadien vor, in denen eine vollstandige chirurgische Resektion nicht mehr
durchgefuhrt werden kann [3]. Vor diesem Hintergrund werden dringend neue
systemische, zielgerichtete Therapeutika bendtigt, um die Prognose der Patienten zu
verbessern. In dieser Arbeit untersuchten wir einen neuen, oral verfugbaren ATP-
kompetitiven Inhibitor der Rezeptortyrosinkinase c-MET und die Auswirkungen einer
solchen Blockade auf Pankreaskarzinomzellen in vitro und in vivo. Es ist uns
gelungen, sowohl in humanen als auch in murinen Pankreaskarzinommodellen
mittels  c-MET-Hemmung eine  HGF-induzierte  Aktivierung  onkogener
Signaltransduktionswege effektiv aufzuheben. Daruber hinaus fuhrte eine
Behandlung mit dem c¢c-MET-Inhibitor INC280 =zu einer Reduktion des
Tumorwachstums in vivo und erzielte in Kombination mit Gemcitabin eine effektive
Uberlebensverlangerung im Mausmodell. Insgesamt deuten unsere Ergebnisse
darauf hin, dass durch eine Blockade der Zielstruktur c-MET der Therapieerfolg bei
Patienten mit Pankreaskarzinom gesteigert werden kann.

Im  exokrinen Pankreas herrscht physiologischerweise ein  niedriges
Expressionsniveau fur c-MET und HGF. Bei Progress zur intraepithelialen Neoplasie
(PanIN) oder dem duktalen Adenokarzinom zeigen sich jedoch deutlich erhohte
Expressionsniveaus fur c-MET und HGF [28, 42, 43]. Mehrere Studien haben einen
Zusammenhang zwischen der Aktivierung des c-MET-Signalwegs und der
Phosphorylierung intrazellularer  Signaltransduktionskaskaden wie  PI3K/Akt,
MAP/ERK oder FAK in Pankreaskarzinommodellen hergestellt. Die Phosphorylierung
dieser Signalwege fuhrt u.a. zu einer gesteigerten Tumorzellinvasivitat und -motilitat
und generiert eine Resistenz gegenuber Gemcitabin [29, 44-46]. Mit unserer Studie
bestatigen wir, dass eine Behandlung der pankreatischen Tumorzelllinien mit dem c-
MET-Inhibitor INC280 das Tumorwachstum und die Tumormotilitat signifikant
hemmen kann. Dafur verantwortlich ist zumindest partiell eine Inhibition der Akt-,
ERK- und FAK-Phosphorylierung. Dieser Effekt war lediglich nach vorheriger
Stimulation mit HGF nachweisbar; unter konstitutiven Bedingungen zeigte sich



Diskussion 33

interessanterweise keine Beeinflussung von Wachstum, Motilitat und der Aktivierung
von Signalmolekulen. Das ist von besonderer Bedeutung, da das Stroma als ein
Ursprung von HGF bekannt ist. AuBerdem wiesen Ide et al. in einer Studie nach,
dass eine stromale HGF-Expression in Pankreaskarzinomen mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist [47]. Hierfir konnte die Phosphorylierung onkogener
Signalkaskaden durch parakrine Aktivierung des c-MET-Rezeptors verantwortlich
sein und zu einer gesteigerten Tumoraggressivitat fuhren. Anhand unserer
Erkenntnisse wird deutlich, dass eine c-MET-Blockade durch INC280 diese Prozesse
aufheben und damit einen positiven Einfluss auf die Prognose von
Pankreaskarzinompatienten haben konnte.

Die Resistenz gegenuber fast jeder systemischen Therapie stellt eine grolle
Herausforderung in der Behandlung des Pankreaskarzinoms dar. Gemcitabin,
welches uber viele Jahre als Standardtherapie des Pankreaskarzinoms galt, hat
lediglich Ansprechraten zwischen 5,6% und 13,3% [48]. Neuere Therapieregime wie
FOLFIRINOX erreichen indes Ansprechratenraten von 30%, gehen aber bei mehr als
50% der Patienten mit massiven Nebenwirkungen einher [7]. Vorangegangene
Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der Resistenz von
Pankreaskarzinomzellen und der Behandlung mit Gemcitabin, welche u.a. durch eine
gesteigerte epithelial-mesenchymale Transition (EMT) vermittelt wird. Zu den Genen,
die bei dieser Phanotyptransition eine Rolle spielen, zahlt auch c-MET [46]. Dartber
hinaus definierten Li et al. c-MET als Marker fur Pankreaskarzinomstammzellen mit
hohem Selbsterneuerungspotenzial [26]. Hage et al. kamen in ihren Untersuchungen
zu dem Ergebnis, dass eine Behandlung mit dem dualen Inhibitor Cabozantinib (c-
MET und VEGFR-2) die Effektivitat von Gemcitabin steigert, selbst wenn die
Tumorzellen eine Resistenz gegenuber diesem Chemotherapeutikum aufweisen [29].
Ahnliche Schliisse kdnnen wir auch aus unseren Versuchen ziehen: MiaPaCa2-
Tumorzellen wiesen ebenfalls ein erhdhtes c-MET-Expressionsniveau auf, sobald sie
resistent gegen Gemcitabin waren (MiaPaCa2(G250)). Zudem scheint der c-MET-
Rezeptor in diesen Zellen funktionell aktiv zu sein, da durch Inkubation mit HGF
Wachstum, Motilitdt und die Phosphorylierung intrazellularer Signalkaskaden
induziert werden konnte. Interessanterweise konnten wir in unseren Experimenten
eine Expression von MDR1-mRNA in Gemcitabin-resistenten MiaPaCa2(G250)-

Zellen nachweisen. Im Gegensatz dazu war in nativen MiaPaCa2(par) MDR71-mRNA
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nicht exprimiert. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die Expression von MDR1
und seinem kodierenden Protein P-gp (,permeability glycoprotein®) mit einer
reduzierten Medikamentenaufnahme in Zusammenhang gebracht wird und somit
moglicherweise fur die Resistenz gegenuber der Chemotherapie mitverantwortlich ist
[36, 37, 49]. Die Regulation von MDR1 ist mit der Aktivierung und Stabilisierung von
HIF-1a assoziiert. Somit ist erklarlich, dass auch in unseren Versuchen die MDR1-
MRNA-Expression nach Stimulation mit DFX, d.h. nach Schaffung hypoxischer
Bedingungen, hochreguliert war. Publizierte Studien weisen darauf hin, dass durch c-
MET-Blockade HIF-1a in Tumorzellen gehemmt werden kann [50-54]. So konnten
auch wir eine Reduktion dieses Transkriptionsfaktors durch c-MET-Inhibition in
MiaPaCa2(G250)-Zellen nachweisen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die
Behandlung mit dem c-MET-Inhibitor INC280 sowohl die Hypoxie-induzierte MDR1-
Expression hemmt als auch HGF-vermittelte Effekte auf Wachstum, Motilitat und
Signalmediatoren in Gemcitabin-resistenten Tumorzellen in vitro aufhebt. Hieraus
lieBe sich schlussfolgern, dass die Behandlung mit Gemcitabin zur Selektion einer
Tumorzellpopulation mit hoher c-MET-Expression fuhrt (potentielle
Tumorstammzellen) und dies eine Rationale fur den Einsatz von c-MET-Inhibitoren
beim Pankreaskarzinom zumindest dann darstellt, wenn die Karzinome Gemcitabin-
resistent werden.

Um unsere Erkenntnisse weiter in vivo zu bestatigen, untersuchten wir syngene,
orthotope Pankreaskarzinommodelle. Besonders vorteilhaft an diesen Modellen ist
die Existenz eines intakten Immunsystems im Wirt und das vorhandene, den Tumor
umgebende Mikromilieu [55]. Wie aufgrund unserer in vitro-Daten bereits zu
erwarten, zeigte sich auch in den orthotopen in vivo-Modellen die
Kombinationstherapie aus Gemcitabin und dem c-MET-Inhibitor INC280 hinsichtlich
der Tumorinhibition den Monotherapien deutlich Uberlegen. Interessanterweise
korrelierte dieser Effekt mit der Hemmung der Tumorzellproliferation ohne
nachweislichen Unterschied in der Tumorzellapoptose; diese Ergebnisse sind
kongruent mit denen von Li et al., die eine antiproliferative Wirkung durch die
Kombinationsbehandlung aus Gemcitabin und c-MET-Inhibitor nachwiesen [26]. Im
Gegensatz zu unserem Modell verwendeten Li et al. jedoch immunkompromittierte
NOD/SCID-Mause mit primaren humanen Pankreaskarzinomzellen. Hage et al.

erzielten in vitro durch Kombination des c¢c-MET-Inhibitors Cabozantinib mit
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Gemcitabin eine deutlich gesteigerte Apoptoserate in Karzinomzellen [29]. Diese
Ergebnisse wurden jedoch nicht durch weitere in vivo-Experimente reproduziert.
Zusammengefasst bestatigen wir mit unserer Untersuchung die Argumentation fur
den Einsatz einer Kombinationstherapie aus c-MET-Inhibitoren mit Gemcitabin bei
Patienten mit Pankreaskarzinom.

Der klinische Alltag zeigt, dass sich die Mehrzahl der Patienten in fortgeschrittenen
Tumorstadien prasentiert, in denen der Einsatz solcher zielgerichteter und somit
effektiverer Substanzen hochst notwendig ist. Bezuglich der c-MET-Inhibitoren waren
wir ausgesprochen optimistisch, da vorherige Studien gezeigt hatten, dass mit
Gemcitabin vorbehandelte Mause eine deutliche Hochregulierung des c-MET-
Rezeptors aufweisen und sich dieser dadurch ideal als Zielstruktur eignet. Um der
klinischen Situation gerecht zu werden, setzten wir INC280 in unserem syngenen,
orthotopen Uberlebensmodell erst in fortgeschrittenen Tumorstadien ein. Die Zugabe
des c-MET-Inhibitors INC280 zur regularen Gemcitabin-Therapie bei deutlichem
Tumorprogress fuhrte zu einer signifikanten Lebensverlangerung der Mause. Diese
Ergebnisse stehen in Einklang mit einer publizierten Arbeit von Avan et al. Durch
Kombination von Gemcitabin mit dem ATP-kompetitiven c-MET-Inhibitor Crizotinib
konnte ein deutlicher Uberlebensvorteil bei Mausen mit duktalem Adenokarzinom
nachgewiesen werden [45]. Im Gegensatz zu Avan et al., welche eine simultane
Behandlung mit Gemcitabin und Crizotinib 5 Tage nach Tumorzellimplantation
initiierten, begannen wir die Gemcitabin-Therapie erst an Tag 10 und wahlten einen
spateren Zeitpunkt fur den Behandlungsbeginn mit INC280 (20 Tage nach
Tumorzellinjektion). Da Gemcitabin nach wie vor die Erstlinientherapie darstellt und
der Einsatz anderer Therapeutika oft erst nach Therapieversagen evaluiert wird, sind
wir der Meinung, dass mit unserem experimentellen Modell die klinische Situation
besser widergespiegelt wird.

Zweifellos hat unsere Studie gewisse Limitationen. Sowohl fur unsere in vitro- als
auch fur die in vivo-Versuche verwendeten wir lediglich Tumorzelllinien, welche meist
einer deutlich hoheren Proliferationsrate unterliegen als direkt aus humanem oder
tierischem Gewebe gewonnene primare Tumorzellen. Durch wiederholte
Passageschritte kommt es zum Auftreten multipler neuer genetischer Aberrationen.
Diese entsprechen jedoch nicht denen eines Primartumors und reprasentieren bei

weitem nicht dessen epigenetische und genetische Komplexitat. Somit lasst sich
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anhand unserer Ergebnisse nur eingeschrankt beurteilen, inwieweit
Pankreaskarzinomzellen durch Inhibition der Zielstruktur c-MET hinsichtlich
Proliferation, Migration und Angiogenese beeinflusst werden. In vivo kommt
erschwerend hinzu, dass wir fur die humanen Tumorzelllinien Nacktmduse mit
supprimiertem Immunsystem verwendeten. In den syngenen, orthotopen Modellen
wiederum lasst sich das Wachstumsverhalten muriner Tumore nicht vollstandig auf
den Menschen Ubertragen. Dafur wies der Wirt ein intaktes Immunsystem und das
den Tumor umgebende, fur ihn so essentielle Mikromilieu auf. Eine sinnvolle
Erganzung ware der Einsatz genetisch modifizierter Mause (,genetically engineered
mouse model“, GEMM), welche nach Einfuhren entsprechender DNA spontan
Tumore entwickeln. Aufgrund der spontanen Karzinogenese und deren
Wechselwirkung mit dem sich parallel entwickelnden Mikromilieu reprasentiert dieses
Modell sehr gut die klinische Situation, spiegelt jedoch durch seine Uniformitat auch
nicht die genetische Variabilitat der humanen Pankreaskarzinome wider. Zudem ist
die Verwendung solcher Modelle sehr aufwendig und teuer, da zur Aufzucht eines
transgenen Stammes ein Vielfaches an Muttertieren und ein enges Monitoring
notwendig sind. Nicht zu vernachlassigen ist, dass es auch bei zielgerichteten
Therapeutika (,targeted therapies®) zu erheblichen Nebenwirkungen kommen kann,
die unter Umstanden sogar zu einem Abbruch der Therapie flihren. Bei dem Einsatz
von INC280 im Rahmen verschiedener Phase-I-Studien bei Patienten mit
fortgeschrittenen soliden Tumoren wies die Mehrzahl der Patienten jedoch lediglich
Grad-l/ll-Nebenwirkungen auf. Nur in seltenen Fallen musste bei Auftreten von Grad-
[1I/IV-Nebenwirkungen die Therapie abgebrochen werden.

In der Summe konnten wir mit unserer Arbeit nachweisen, dass durch eine Blockade
der Zielstruktur c-MET eine wirksame Inhibition des Tumorwachstums auch in
fortgeschrittenen Tumorstadien erreicht werden kann. Gerade in diesen Stadien
spielt die erworbene Gemcitabinresistenz eine entscheidende Rolle, kann jedoch
durch den Einsatz von c-MET-Inhibitoren aufgehoben werden. Hierdurch lassen sich
aktuelle antineoplastische Therapiestrategien zur Behandlung von

Pankreaskarzinompatienten moglicherweise deutlich verbessern.
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6 Zusammenfassung der Arbeit

Einleitung und Zielsetzung

Das Pankreaskarzinom stellt aufgrund seines aggressiven Wachstumsverhaltens bis
zum heutigen Tag die vierthaufigste malignombedingte Todesursache dar.
Gemcitabin gilt weiterhin als systemischer Therapiestandard bei fortgeschrittenen
Tumoren, dies jedoch mit sehr limitierter Prognose (medianes Uberleben 5,6
Monate), sodass ein hoher Bedarf an neuen, tumorbiologisch wirksameren
Substanzen zur Therapieoptimierung besteht. Ziel unserer Arbeit war es, die
Auswirkungen einer zielgerichteten medikamentésen c-MET-Blockade auf

Pankreaskarzinomzellen in vitro und in vivo zu untersuchen.

Methoden

Fur unsere Experimente verwendeten wir die humanen Pankreaskarzinomzelllinien
BxPC-3, MiaPaCa2, HPAF-Il, L3.6pl und die murine Zelllinie Panc02, humane
Endothelzellen und glatte GefalRmuskelzellen. Zudem setzten wir die Tumorzelllinie
MiaPaCa2(G250) mit erworbener Gemcitabinresistenz ein. In vitro untersuchten wir
die Auswirkungen einer c-MET-Blockade durch den Inhibitor INC280 mittels MTT,
Migrationsanalysen, Western Blot und ELISA. In vivo flUhrten wir xenogene und
syngene subkutane sowie orthotope Modelle durch um den Einfluss der c-MET-
Inhibition allein und in Kombination mit Gemcitabin auf Pankreaskarzinomzellen zu

evaluieren.

Ergebnisse

In vitro fuhrte eine Blockade des c-MET-Rezeptors zu einer signifikanten Inhibition
von Tumorzellwachstum und -motilitdt sowie zu einer wirksamen Hemmung der
onkogenen Signallbertragung in Tumorzellen nach Stimulation mit HGF. Diese
Ergebnisse waren in Endothelzellen reproduzierbar. Auf VSMCs hingegen hatte
INC280 nur einen vernachlassigbaren Effekt. MiaPaCa2(G250) wiesen
interessanterweise eine gesteigerte c-MET-Expression gegenuber MiaPaCa2 auf.
Durch c-MET-Inhibition konnten sowohl HGF-induzierte Effekte als auch die DFX-
getriggerte Expression von HIF-1a und MDR1 in diesen Zellen wirksam aufgehoben
werden. In vivo liel sich durch Inhibition der RTK c-MET mittels INC280 eine

signifikante Reduktion des Tumorgewichts und ein Trend zu reduzierter
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Metastasenbildung nachweisen. Ahnlich wie in vitro war die c-MET-Expression auch
in vivo unter Therapie mit Gemcitabin hochreguliert. Durch eine
Kombinationsbehandlung aus INC280 und Gemcitabin konnte die antineoplastische
Wirksamkeit der Monotherapien signifikant gesteigert werden. Der Uberlebensvorteil
dieser Kombinationstherapie war selbst bei verzogertem Behandlungsbeginn mit
INC280 nachweisbar. In der immunhistochemischen Aufarbeitung bestatigten sich
unsere Ergebnisse. Mittels Ki-67- und CD31-Farbung konnten wir in allen
Behandlungsgruppen eine signifikante Reduktion der Tumorzellproliferation und
Vaskularisierung gegenuber der Kontrollgruppe nachweisen. Hinsichtlich der
Tumorzellproliferation erwies sich die Kombinationstherapie erneut als signifikant
uberlegen gegenuber den Monotherapien. Lediglich die via TUNEL-Farbung

ermittelte Apoptose blieb von der Therapie unbeeinflusst.

Schlussfolgerung

Durch eine Blockade der Zielstruktur c-MET kann eine wirksame Inhibition des
Tumorwachstums erreicht und die in fortgeschrittenen Tumorstadien auftretende,
erworbene Gemcitabinresistenz Uberwunden werden. Hierdurch lieBen sich aktuelle

antineoplastische Therapiestrategien moglicherweise deutlich verbessern.
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7 Abkurzungsverzeichnis

5-FU
ANOVA
cDNA
CSsC
DFX
DMEM
DMSO
EC
EGFR
ELISA
EMT
FCS
FOLFIRINOX
HGF
HIF-1a
i.p.

KG
LAPC
LK
MDR1
MTT
nab-Paclitaxel
PanIN

PBS

5-Fluorouracil

Analysis of variance

complementary DNA

cancer stem cell

Deferoxamin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

endothelial cell

epidermal growth factor receptor
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
epithelial-mesenchymale Transition
fetal calf serum

5-Fluorouracil, Leucovorin, Irinotecan, Oxaliplatin
hepatocyte growth factor
hypoxia-inducible factor 1-alpha
intraperitoneal

Kdrpergewicht

locally advanced pancreatic cancer
Lymphknoten

Multi Drug Resistance Protein 1
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
nanoparticle albumin bound paclitaxel
pancreatic intraepithelial neoplasia

phosphate buffered saline
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PDGF-B
P-gp
RPMI-1640
RTK
RT-PCR
SDS-PAGE
TBS
TUNEL
VEGF-A
VEGFR
VSMC

platelet derived growth factor subunit B

permeability glycoprotein

Roswell Park Memorial Institute 1640
Rezeptortyrosinkinase

real time polymerase chain reaction

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
tris-buffered saline

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling

vascular endothelial growth factor A

vascular endothelial growth factor receptor

vascular smooth muscle cell
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Abstract

Background: Expression and activation of the cMET receptor have been implicated in tumor progression and
resistance to chemotherapy in human pancreatic cancer. In this regard we assessed the effects of targeting cMET in
pancreatic cancer models in vitro and in vivo.

Methods: Human (L3.6pl, BxP3, HPAF-Il, MiaPaCa2) and murine (Panc02) pancreatic cancer cell lines, endothelial
cells (ECs) and vascular smooth muscle cells (VSMCs) were used for the experiments. Furthermore, the human
pancreatic cancer cell line MiaPaCa2 with acquired resistance to gemcitabine was employed (MiaPaCa2(G250)).
For targeting the cMET receptor, the oral available, ATP-competitive inhibitor INC280 was used. Effects of cMET
inhibition on cancer and stromal cells were determined by growth assays, western blotting, motility assays and
ELISA. Moreover, orthotopic xenogeneic and syngeneic mouse (BALB-C nu/nu; C57BL/6) models were used to
assess in vivo efficacy of targeting cMET alone and in combination with gemcitabine.

Results: Treatment with INC280 impairs activation of signaling intermediates in pancreatic cancer cells and ECs,
particularly when cells were stimulated with hepatocyte growth factor (HGF). Moreover, motility of cancer cells and
ECs in response to HGF was reduced upon treatment with INC280. Only minor effects on VSMCs were detected.
Interestingly, MiaPaCa2(G250) showed an increase in cMET expression and cMET inhibition abrogated HGF-induced
effects on growth, motility and signaling as well as DFX-hypoxia HIF-Talpha and MDR-1 expression in vitro. In vivo,
therapy with INC280 alone led to inhibition of orthotopic tumor growth in xenogeneic and syngeneic models.
Similar to in vitro results, cMET expression was increased upon treatment with gemcitabine, and combination of
the cMET inhibitor with gemcitabine improved anti-neoplastic capacity in an orthotopic syngeneic model.
Immunohistochemical analysis revealed a significant inhibition of tumor cell proliferation (Ki67) and tumor
vascularization (CD31). Finally, combination of gemcitabine with INC280 significantly prolonged survival in the
orthotopic syngeneic tumor model even when treatment with the cMET inhibitor was initiated at an advanced
stage of disease.

Conclusions: These data provide evidence that targeting cMET in combination with gemcitabine may be effective in
human pancreatic cancer and warrants further clinical evaluation.
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Background

Pancreatic cancer is the fourth leading cause for cancer-
related death in Europe and the U.S and therefore repre-
sents one of the most aggressive malignancies [1,2].
Since pancreatic cancer is often diagnosed in locally ad-
vanced or metastatic stages, surgery as the only curative
option is possible in only 10-20% of patients [3]. So far,
gemcitabine is considered the standard chemotherapy
for advanced pancreatic cancer [3]. Although the com-
bination of 5-fluorouracil, leucovorin, irinotecan and
oxaliplatin (FOLFIRINOX) recently showed an extension
of life by 4 months when compared to gemcitabine, this
regime has severe side effects and, therefore, is only ap-
plicable for very few patients [4]. In consequence new
therapeutic options based on the molecular biology of
pancreatic cancer are urgently needed to improve the
survival of patients.

The receptor tyrosine kinase cMET and its ligand
HGF (hepatocyte growth factor) play an important role
in embryogenesis and tissue regeneration [5-7]. Binding
of HGF to its corresponding receptor cMET leads to ac-
tivation of intracellular signalling pathways including
MAPK/ERK, PI3K/AKT and FAK (reviewed in [8]). In
cancer, this confers multiple effects such as resistance to
chemotherapy, induction of angiogenesis and promotion
of metastasis (reviewed in [9]). With regards to pancre-
atic cancer, expression of cMET has been associated
with poor survival [10] and phosphorylation of cMET
has been described in patients with early distant
metastases even after complete surgical resection [11].
Moreover, involvement of ¢cMET activation in resist-
ance to gemcitabine therapy [12], tumour cell motility
[13] and secretion of angiogenic factors [14] has been
reported in pancreatic cancer. Therefore, targeting
c¢MET might be a promising approach for anti-neoplastic
therapy in this devastating tumour entity.

INC280 [(also known as INCB028060); 2-fluoro-N-
methyl-4-(7-(quinolin-6-ylmethyl)imidazo[1,2-b][1,2,4]
triazin-2-yl)benzamide] is an orally available, small
molecule ATP competitive inhibitor of cMET. It is select-
ive for cMET, but also impairs positive (c(MET-mediated)
regulation of EGFR (epidermal-growth factor receptor) and
has shown potent anti-neoplastic activity in preclinical
studies [15]. In addition, a dose-escalating clinical phase I
study showed manageable toxicity and promising
dose-dependent decreases in ¢cMET phosphorylation
(NCT01072266). Currently, phase I and II studies for pa-
tients with advanced solid malignancies (NCT01911507,
NCT01546428, NCT01324479), hepatocellular carcin-
oma (HCC), non-small cell lung cancer (NSCLC), renal
cell carcinoma and melanoma have been launched
(NCT01737827, NCT01610336, NCT01820364). Hence,
targeting cMET with INC280 might also be a promising
treatment option for human pancreatic cancer.
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In the present study, we assessed the anti-neoplastic
activity of targeting cMET with INC280 in pancreatic
cancer models and found substantial iz vitro inhibition
of HGF-induced cancer cell motility and —signaling, as
well as reversal of resistance-mediating properties. To
validate our findings in vivo, we initially used an ortho-
topic xenogeneic mouse model and, subsequently, an
orthotopic syngeneic mouse model, since the latter
model harbors a functional immune system. Evaluation
of INC280 in combination with gemcitabine on tumour
growth in these experimental murine models provide
in vivo evidence that targeting cMET has potential that
could be applied to improve outcomes in patients with
pancreatic cancer.

Methods

Cell culture and reagents

Human pancreatic cancer cell lines BxPC-3, MiaPaCa2,
HPAF-II (American Type Culture Collection), L3.6pl
(kindly provided by Dr. I. J. Fidler (The University of
Texas M.D. Anderson Cancer Center)) and murine
Panc02 cells (kindly provided by Prof. V. Schmitz (Uni-
versity of Bonn, Germany)) were used. Human endothe-
lial cells (endothelial cells, ECs) and vascular smooth
muscle cells (VSMCs) were purchased from Promocell
(Heidelberg, Germany). Cells were cultured in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; PAA Laborator-
ies, Coelbe, Germany) supplemented with 15% FCS (fetal
calf serum) maintained in 5% CO, at 37°C as described.
Human HGF was purchased from Peprotech (Hamburg,
Germany). cMET inhibitor INC280 was kindly provided
by Novartis Oncology (Basel, Switzerland) and dissolved
in DMSO (in vitro use). For in vivo use, a stock solution
with 0.5% methylcellulose and 0.1% Tween80 (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany) was prepared and further
dissolved with water according to the manufacturer’s
protocol. Mice received INC280 always via oral gavage
around 1 p.m.. For hypoxia-mimicking, deferroxamine-
mesylate (100 puM, DEFX; Sigma-Aldrich) was used.
Gemcitabine was purchased from our local pharmacy at
the University of Regensburg. For in vivo use, mice re-
ceived gemcitabine via i.p. injection in the afternoon.

To obtain cancer cell lines with acquired resistance to
gemcitabine in vitro, MiaPaCa2 cells were treated with
increasing doses of gemcitabine, starting from 10 nM up
to 250 nM. Cells were subsequently named MiaPaCa2
(G250).

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT)
bromide assays

To evaluate cytotoxic effects of INC280, cells were seeded
in 96-well plates (1 x 10%/well) and exposed to various
concentrations of INC280. Experiments were performed
in complete medium and upon serum-starvation + HGF
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(50 ng/ml). We used the MTT assay to assess cell viability
as described before [16,17].

Migration assays

Migration assays with Boyden chambers (Becton Dickinson
Bioscience, Heidelberg, Germany) were performed as re-
ported [16,18]. HGF (50 ng/ml) or 15% FCS served as
chemoattractant. After 24 hours, tumour cells were fixed
and migrated cells stained (Diff-Quick reagent; Dade
Behring, Newark, NJ). Migration assays with ECs and
VSMCs were performed for 6 hours; cells that migrated
through the filters were counted in four random fields and
average numbers were calculated.

Western blot analyses for activated signaling pathways
and HIF-1a

Experiments were performed at a cellular density of 60%
to 70%. Unless otherwise indicated, cells were incubated
with increasing doses of INC280 (100, 500, 1000 nM)
for 4 or 24 hours before stimulation with HGF (50
ng/ml) for 15 minutes. Whole-cell lysates were pre-
pared as described before [17]. Membranes were sequen-
tially probed with antibodies against phospho-Akt®*™*"3,
Akt, phospho-ERK™202/T¥1204 ERKC phospho-cMET 134,
cMET, phospho-FAK™?%, FAK (Cell Signaling, Beverly,
MA), HIF-1a (Novus Biologicals, Littleton, CO) and -
actin (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA). For
detection of HIF-1a, MiaPaCa2(G250) cells were incu-
bated for 24 hours with INC280 (500 nM) + DFX
(100 uM) as described [19]. Antibodies were detected by
enhanced chemiluminescence (Amersham Bioscience,
Piscataway, NJ).

PCR analysis for MDR-1 expression

Expression of MDR-1 upon cMET inhibition with
INC280 was determined by real-time PCR. Preparation
of cDNA was performed as described (20). Selected
primer pairs for PCR were as follows: MDR-1 (5-TG
GCCTTAaITTTGTTGTTGGTG and 3-ATCATTGGCG
AGCCTGGTAGTC) and 18S (5'-GTAACCCGTTGAA
CCCCATT and 3'-CCATCCAATCGGTAGTAGCQG).
Primers were optimized for MgCl, and annealing, and
PCR products were confirmed by gel electrophoresis.
RT-PCR was done using the LightCycler system and
Roche Fast-Start Light Cycler-Master Hybridization
Probes master mix (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany).

Enzyme-linked immunosorbent assay for VEGF-A and
PDGF-B

To determine changes in VEGF-A we used an ELISA kit
specific for human VEGF-A (BioSource Europe, Nivelles,
Belgium), as reported [20]. Pancreatic cancer cells were
plated at 40-50% density and incubated with or without
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INC280 (500nM) and stimulated with DFX for 24 hours.
Similar, PDGF-B was determined using an ELISA kit
specific for human PDGF-B (Peprotech, Hamburg,
Germany). Analyses of culture supernatants were per-
formed according to the manufacturer’s protocol.

Animal models

Experiments were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of the University of Regensburg
and the regional authorities. In addition, experiments were
conducted according to “Guidelines for the Welfare of
Animals in Experimental Neoplasia” published by The
United Kingdom Coordinating Committee on Cancer
Research. Mice were housed in cages (n=5 per unit) with
tap water and food ad libitum. In addition, animals were
assessed daily for tumour-associated symptoms and body
weight was determined every other day. Effects of cMET
inhibition with INC280 were first evaluated in an orthoto-
pic pancreatic cancer model using human L3.6pl cancer
cells. Briefly, 1 x 10° L3.6pl cells were injected into the
pancreatic tail of eight-week-old male athymic nude
mice (BALB/c™/™, Charles River, Germany). Mice
were randomized into 3 groups (n=8-12/group) re-
ceiving either vehicle (controls) or INC280 (10 mg/
kg/d or 20 mg/kg/d) by oral gavage based on previ-
ously reported dosing schedules [15]; treatment
started 7 days after tumour cell inoculation. Mice were
sacrificed after 28 days, tumours were excised, weighed,
and incidence of macroscopically visible liver and lymph
node metastases was determined. Subsequently, the effects
of cMET inhibition with INC280 on growth of murine
pancreatic cancer cells (Panc02) were confirmed in an
orthotopic syngeneic model. Briefly, 2.5x10° Panc02 pan-
creatic cancer cells were injected into the pancreatic tail of
eight-week-old male C57BL/6 mice (Charles River,
Germany). Mice were randomized into 2 groups (n=7/
group) and treatment with INC280 (10 mg/kg/d) was ini-
tiated on day 7 after tumour cell inoculation, according to
the treatment schedule for orthotopic L3.6pl cells. Since
tumours are more aggressive, the experiment was termi-
nated on day 21 when mice in the control group showed
signs of advanced disease. Tumours were excised,
weighed, and macroscopically visible lymph node metasta-
ses and ascites were determined (Panc02 does not form
liver metastases in our hands).

Since gemcitabine is the current chemotherapeutic
standard for patients with pancreatic cancer, we next
evaluated a gemcitabine dosing that delays, but does not
abrogate tumour growth in our murine cancer model
(similar to the situation in patients). For this purpose we
used a subcutaneous syngeneic tumour model (Panc02,
1x10° cells) with mice (n = 5/group) being treated with
gemcitabine 50 or 100 mg/kg twice/week. Tumours
from the higher dosing group were harvested at the end
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of the experiment and cMET expression determined by
Western blotting. Based on the results from this model
we next assessed the combination of INC280 (10 mg/kg/
d) with gemcitabine (100 mg/kg twice/week) in the
orthotopic syngeneic mouse model. To obtain a longer
treatment period, we reduced the number of cells that
were injected into the pancreatic tail to 1x10°. Mice
were randomized into 4 groups (n=7-9 mice/group)
and therapy was initiated on day 7 after tumour cell im-
plantation. On day 27 mice in the control group showed
severe signs of tumour disease and, therefore, the experi-
ment was terminated. Tumours were excised, weighed
and occurrence of metastases was determined. In
addition, tissue was harvested for immunohistochemical
analyses.

To determine the efficacy of targeting cMET with
INC280 on survival in advanced tumour stages, we first
applied a subcutaneous tumour model. 1x10° Panc02
cells were injected into the right flank of C57BL/6 mice
and randomized to 4 groups (n = 10/group). To imitate
the clinical setting in pancreatic cancer, the initial treat-
ment in 20 mice was performed with gemcitabine
(100 mg/kg twice/week) when tumours reached a size of
80 mm®>. Upon progression to approximately 300 mm?®,
INC280 (10 mg/kg/d) was added to 10 mice pretreated
with gemcitabine and 10 mice without any treatment.
Mice were terminated when tumours reached a size of
around 800 mm?®. Since the local microenvironment has
substantial impact on tumour growth and resistance, we
finally performed a similar syngeneic orthotopic model.
Again, 1x10° Panc02 cells were injected into the pancre-
atic tail and mice were randomized to 4 groups (n =10/
group). Gemcitabine was given from day 10 (100 mg/kg
twice/week) and INC280 (10 mg/kg/d) was added to the
regime from day 20 after tumour cell injection, based on
the results from the subcutaneous model. Mice were ter-
minated as soon as they showed signs of tumour disease.

Immunohistochemical analysis of vascularization, tumour
cell proliferation and apoptosis

To determine CD31-positive vessel area, cryosections
were obtained. Frozen tissue was fixed in cold acetone
and chloroform, washed with PBS and exposed to anti-
bodies against CD31 (1:50; Pharmingen, Germany), and
respective secondary antibody (AlexaFluor 488; 1:200).
Images were obtained in four different quadrants of
each tumour section (2 mm inside the tumour- nor-
mal tissue interface) at 20x magnification [16]. Vessel
area was determined as pixels/hpf using Image] version
1.46r (NIH, USA).

Ki67 staining was performed on paraffin sections.
Briefly, slides were deparaffinized in xylene, followed
by treatment with a graded series of alcohol washes
[100, 95, 70% ethanol/ddH,O (v/v)], rehydration in
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citrate buffer (pH6; Merck, Darmstadt, Germany), and
blocking against endogenous peroxidase with H,O,.
Slides were incubated with Ki67 primary antibody
(1:100; abcam, Cambridge, UK) at 4°C overnight. After
washing with TBS, secondary antibody (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) was added to tissue
sections followed by incubation with diaminobenzidine
(Biozol, Eching, Germany). Negative controls were per-
formed by omitting the primary antibody. Ki67 positive
cells were counted in four fields per tumour section at
20x magnification and the average was calculated.

A terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-
end labeling detection kit (TUNEL; Promega Corp.,
Mannheim, Germany) was used to detect cell apoptosis
[20]. Four fields at 20x magnification were selected at the
proliferation front in each tumour, and TUNEL positive
cells were counted; an average value from these results
was calculated.

Statistical analysis

Statistical analyses were done using SigmaStat (Version
3.0). Results of in vivo experiments were analyzed for
significant outliers using the Grubb’s test (www.graph-
pad.com). Tumour-associated variables of in vivo experi-
ments were tested for statistical significance using the
Mann—Whitney U test for nonparametric data or
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test
for more than two groups. The two-sided Student’s ¢-test
was applied for analysis of in vitro data. All results are
expressed as the mean + standard error of the mean
(SEM).

Results

Effect of cMET inhibition on pancreatic cancer cells

in vitro

First, the expression of cMET as the INC280 target was
assessed in human pancreatic cancer cell lines. Results
showed that cMET is expressed in HPAF-II, BxPC3 and
L3.6pl cells, whereas MiaPaCa2 did not show detectable
expression (Figure 1A). Next, the effects of targeting
cMET with INC280 on growth of pancreatic cancer cell
lines were determined in vitro. Using MTT assays a
slight, but significant, dose-dependent growth inhibition
of HPAF-II was found only when cells were stimulated
with HGF (Figure 1B). Subsequently, migration assays
showed that cMET blockade significantly impairs HGEF-
induced motility but had no effect on constitutive migra-
tion in HPAF-II cells (Figure 1C). Last, we determined
the impact of INC280 on activation of oncogenic signal-
ing pathways. Incubation of HPAF-II cells with INC280
for 4 hours or 24 hours did not affect constitutive Akt,
ERK or FAK phosphorylation. While no constitutive
cMET phosphorylation was observed upon these condi-
tions, stimulation with HGF for 15 minutes led to
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phosphorylation of cMET, Akt, ERK and FAK. Pretreat-
ment with INC280 completely abrogated this effect
(Figure 1D). The described observations were subse-
quently confirmed in the L3.6pl human pancreatic
cancer cell line (Additional file 1: Figure S1A-C); FAK
phosphorylation was not detectable in L3.6pl and
therefore not shown. In addition, we used the murine
pancreatic cancer cell line Panc02 to confirm these re-
sults (data not shown). Taken together, our results
show that treatment with INC280 efficiently abrogates
HGEF-induced motility and oncogenic signaling in pan-
creatic cancer cell lines in vitro.

Impact of targeting cMET on gemcitabine-resistant cancer
cells in vitro

The pancreatic cancer cell line MiaPaCa2 confers a cer-
tain resistance against gemcitabine which is the accepted
standard for systemic treatment in pancreatic cancer
[21,22]. To further enforce this resistance, MiaPaCa2
cells were treated with increasing doses of gemcitabine
starting from 10 nM up to 250 nM. Interestingly,

although no cMET expression was detectable in the na-
tive cell line, MiaPaCa2 cells treated with gemcitabine
showed strong expression of cMET and a slight increase
in EGFR expression (Figure 2A). Subsequently, we
compared the properties of native (parental) MiaPaCa2
cells (also named MiaPaCa2(par)) with those pre-
treated with gemcitabine (named MiaPaCa2(G250))
with regards to ¢cMET inhibition with INC280. In
MTT assays, MiaPaCa2(par) did not respond to HGF
stimulation and thus to cMET inhibition with INC280,
as one would expect because of the missing cMET re-
ceptor (Figure 2B). In contrast, HGF strongly induced
growth of MiaPaCa2(G250) and INC280 significantly
impaired this (Figure 2C). Migration assays showed
that HGF tended to increase cancer cell motility in
MiaPaCa2(par), but INC280 did not affect either
constitutive or HGF-induced motility (Figure 2D). In
MiaPaCa2(G250) HGF led to a more than 6-fold in-
crease in motility which was abrogated by cMET
blockade (Figure 2E). Finally, Western blotting from
MiaPaCa2(par) showed only modest phosphorylation
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of ERK and Akt upon HGF stimulation and INC280 had
only minor effects on Akt but impaired ERK phosphoryl-
ation (Figure 2F). In MiaPaCa2(G250), a strong phosphor-
ylation of Akt, ERK and FAK upon stimulation with HGF
was detected, which was strongly inhibited by INC280
(Figure 2G). Next, we assessed the expression of
MDR-1 as a known mediator of multidrug-resistance
[23,24]. Interestingly, MiaPaCa2(par) do not express
MDR-1 mRNA, whereas MiaPaCa2(G250) showed
MDR-1 mRNA expression which was strongly induced
upon incubation with hypoxia-mimicking DFX. Treatment
with INC280 significantly reduced MDR-1 mRNA expres-
sion in MiaPaCa2(G250) cells (Figure 2H). Searching for

the mechanism of MDR-1 regulation, we found that ex-
pression of hypoxia-induced HIF-1a, a major regulator of
MDR-1 and stromal factors such as VEGF-A, is impaired
by ¢cMET inhibition in MiaPaCa2(G250) (Figure 3I). In
conclusion, these results indicate that cMET expres-
sion is involved in resistance to gemcitabine and
INC280 effectively inhibits HGF-induced effects in
gemcitabine-resistant pancreatic cancer cell lines.

Modulation of stromal factors in pancreatic cancer cell
lines in vitro

Since cancer cells are a major source of factors that in-
fluence the microenvironment [25], we next determined



Brandes et al. BMC Cancer (2015) 15:71

Page 7 of 14

>

1.2 1

14 #
0.8 -
06 -
04 -
02

0 4

INC280 - + - +
[500nM] —_—

VEGF-A
[pg/10? cells]

0.4 1 #

0.3 1
0.2 -

VEGF-A
[pg/10? cells]

0.1 4
0.
INC280 - + - +
[500 nM]

DFX

effect (*P < 0.05). Bars = SEM.

Figure 3 Effects on VEGF-A secretion by cMET inhibition. A) cMET inhibition had no effect on constitutive or DFX-induced VEGF-A secretion
by HPAF-II pancreatic cancer cells (*P < 0.05). B) MiaPaCa2(G250) showed a significant increase in VEGF-A production compared to MiaPaCa2(par)
(*P < 0.05). However, INC280 has no effect on constitutive VEGF-A secretion in either MiaPaCa2(par) or gemcitabine-resistant MiaPaCa2(G250).
C) Hypoxia-mimicking DFX significantly induced VEGF-A secretion from MiaPaCa2(G250) (*P < 0.05). Targeting cMET significantly impaired this

0.2 #

0.1

VEGF-A
[pg/10° cells]

0
INC280 - + - +
[500 nM]
MiaPaCa2 MiaPaCa2
(par) (G250)

whether ¢cMET inhibition affects secretion of VEGF-A
and PDGEF-B in cancer cell lines. Using ELISAs for
VEGEF-A and PDGE-B, we found no effect of targeting
cMET on secretion of both in HPAF-II and L3.6pl even
when cells were stimulated with hypoxia-mimicking DFX
(Figure 3A and Additional file 2: Figure S2B for HPAF-II,
Additional file 2: Figure S2A and 2C for L3.6pl). Interest-
ingly, we detected an increase in VEGF-A and PDGE-B se-
cretion in MiaPaCa2(G250) cells compared to MiaPaCa2
(par). Nonetheless, INC280 had no effect on constitutive
secretion of both factors in MiaPaCa2(par) or in Mia-
PaCa2(G250), suggesting that other ¢cMET-independent
mechanisms are involved in this up-regulation (Figure 3B,
Additional file 2: Figure S2D). Finally, we assessed the ef-
fect of cMET inhibition on hypoxia-induced VEGF-A se-
cretion in MiaPaCa2(G250) since INC280 led to inhibition
of HIF-1a in these cells. Results showed a strong DFX-
induced increase in VEGEF-A secretion that was signifi-
cantly impaired by cMET blockade (Figure 3C). Regarding
PDGE-B, incubation with DFX also led to a significant in-
duction of protein secretion, but this was not affected by
c¢MET blockade (Additional file 2: Figure S2E). Together,
these results suggest that targeting cMET in pancreatic
cancer cell lines has no effect on VEGF-A and PDGEF-
B secretion. However, the secretion of VEGF-A in
gemcitabine-resistant cells might be affected by cMET
inhibition via inhibition of HIF-1a.

Targeting cMET in stromal components (ECs, VSMCs)

in vitro

Pancreatic cancer is characterized by a strong stromal
reaction. Therefore, we subsequently examined the ef-
fects of cMET inhibition on ECs and VSMCs. MTT
assays in ECs under serum-starved conditions and
stimulation with HGEF, showed a slight but significant
increase in growth that was diminished by INC280
(Additional file 3: Figure S3B). No effect upon constitu-
tive conditions was observed (Additional file 3: Figure
S3A). EC motility was significantly increased upon incu-
bation with HGEF, which was strongly reduced by
INC280 (Figure 4A). Regarding activation of signaling
pathways, treatment with INC280 strongly inhibited
HGF-induced activation of Akt and ERK whereas no ef-
fects on constitutive Akt and ERK phosphorylation were
found (Figure 4B). Taken together, these results show
that INC280 affects ECs only when these cells are stimu-
lated with HGF.

Next we analyzed the impact of INC280 on VSMCs.
MTT assays showed a dose-dependent inhibition of
VSMC growth starting from INC280 (100nM) after
72 hours of incubation (Additional file 3: Figure S3C). In
contrast to ECs, stimulation with HGF upon serum-
starved conditions had no effect on VSMC growth and,
accordingly, INC280 did not have a further growth in-
hibitory effect in MTT assays (Additional file 3: Figure
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S3D). Motility upon incubation with HGF in VSMCs
was not induced, but targeting cMET with INC280 led
to a significant inhibition of constitutive migration
(Figure 4C). Finally, Western blotting did not show a
substantial effect of INC280 on constitutive Akt
phosphorylation and only a minor impact on ERK
phosphorylation in VSMCs (Figure 4D). These results
indicate that HGF does not affect VSMCs and cMET
inhibition with INC280, therefore, has only minor ef-
fects on these cells.

Targeting cMET impairs tumour growth in vivo
Our results so far suggest that cMET inhibition with
INC280 might be effective against pancreatic cancer
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cells. To further address this issue we used an orthoto-
pic xenograft model with metastatic L3.6pl pancreatic
cancer cells. To elucidate a potential dose-dependent
effect, treatment with INC280 (10 and 20 mg/kg/d)
was initiated 7 days after tumour cell inoculation. Re-
sults showed a significant reduction of final tumour
weight after 28 days in both treatment groups, com-
pared to control (Figure 5A). However, no difference
between the 10 mg/kg/d and the 20 mg/kg/d group
was noted. Therefore, 10 mg/kg/d was selected as the
effective dose in follow-up experiments. Notably, we
also found a trend towards reduced liver metastases
upon cMET blockade, although this did not reach
statistical significance (Table 1). Moreover, enlarged
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Figure 5 Targeting cMET with INC280 in vivo. A) cMET inhibition significantly impaired tumour growth in the orthotopic xenogeneic tumour
model using L3.6pl human pancreatic cancer cell line. Increasing the dose to 20 mg/kg/d did not improve growth-inhibitory effects (*P < 0.05). B)
Similar growth inhibition was observed in the orthotopic syngeneic model with murine Panc02 cells (*P < 0.05). C) In the subcutaneous syngeneic
tumour model, treatment with gemcitabine (50 and 100 mg/kg twice/week) led to a transient deceleration of tumour growth, however, even
when gemcitabine therapy was continued, tumours soon reentered the exponential growth phase. D) Expression of cMET in tumours treated
with gemcitabine (100 mg/kg twice/week) was markedly increased as compared to untreated controls. E) INC280 and gemcitabine led to significant
inhibition of tumour growth in the orthotopic syngeneic model (*P < 0.05 vs. control). Combination of both substances substantially enhanced this
effect (P < 0.01 vs. control and *P < 0.05 vs. gemcitabine and INC280 alone). F) INC280 and gemcitabine significantly reduced tumour cell proliferation
(Ki67) in vivo. Combination of both substances further increased the anti-proliferative capacity (*P<0.01 vs. control and *P < 0.05 vs. gemcitabine and
INC280 alone). G) Significant reduction of tumour angiogenesis was observed upon either single agent or combination therapy, as determined by
(D31 positive vessel area (*P < 0.05 vs. control). H) No effect on tumour cell apoptosis was detected by TUNEL staining.
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lymph nodes were detected in 8/12 (66%) mice in the
control group, but only 3/10 (30%) in the 10 mg/kg/d
group and 2/8 (25%) in the 20 mg/kg/d group
(Table 1); these results only describe a trend, since
statistical significance was not reached. Nonetheless,
this is of particular importance since lymph nodes are
the primary site of metastasis in pancreatic cancer. To
confirm the growth inhibitory effects of INC280, we
subsequently used the syngeneic orthotopic model
with murine Panc02 cells (2.5x10° cells). Results again
showed that ¢cMET inhibition (10 mg/kg/d) signifi-
cantly impairs tumour growth on day 21 (Figure 5B).
In this model we also found a trend towards reduction
of lymph node metastases similar to the orthotopic
xenogeneic model (Table 1). We were not able to
examine liver metastases in the Panc02 model since
these cells do not form liver metastases in our experi-
ence. It should be noted that none of the mice treated
with INC280 showed ascites formation (Table 1). In
summary, these results clearly demonstrate that tar-
geting cMET with INC280 impairs tumour growth
and metastases in vivo.

Combination of cMET inhibition with gemcitabine
treatment in vivo

Since gemcitabine is the standard treatment for pancre-
atic cancer patients, we next addressed the issue of

Table 1 Metastases formation in the orthotopic
pancreatic cancer xenogeneic and syngeneic model

L3.6pl orthotopic model’

Liver metastases LN metastases

Positive  Negative  Positive  Negative
Control (n=12) 8 (66.7%) 4 (33.3%) 8 (66.7%) 4 (33.3%)
INC280 10 mg/kg/d (n=10) 5 (50%) 5 (50%) 3(30%) 7 (70%)
INC280 20 mg/kg/d (n=8) 4 (50%) 4 (50%) 2(25%) 6 (75%)
Panc02 orthotopic model?

LN metastases Ascites

Positive  Negative  Positive  Negative
Control (n=7) 4(57.1%) 3 (429%) 4 (57.1%) 3 (42.9%)
INC280 10 mg/kg/d (n=7) 0O 7 (100%) O 7 (100%)
Panc02 orthotopic model?

LN metastases Ascites

Positive  Negative  Positive  Negative
Control (n=9) 6 (66.7%) 3 (333%) 3 (33.3%) 6 (66.7%)
INC280 (n=7) 1(143%) 6 (857%) 1 (14.3%) 6 (85.7%)
gemcitabine (n = 8) 2 (25%) 6 (75%) 2 (25%) 6 (75%)
INC280 + gemcitabine (n=8) 1 (12.5%) 7 (87.5%)* 0 (0%) 8 (100%)

'does not form ascites in our hands.
2does not form liver metastases in our hands.
*P < 0.05 vs. control.
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combining INC280 with gemcitabine in vivo. In accord-
ance to the situation in patients, we first defined a dos-
ing for gemcitabine that has only limited therapeutic
efficacy using a subcutaneous syngeneic tumour model
(Panc02). Results showed that 50 and 100 mg/kg gemci-
tabine administered twice/week significantly delays, but
does not abrogate, tumour growth in the Panc02 model
(Figure 5C). In addition, Western blotting from these tu-
mours revealed an up-regulation of ¢cMET expression
upon gemcitabine treatment (Figure 5D). In further
experiments, we chose to use gemcitabine 100 mg/kg
twice/week in combination with INC280 (10 mg/kg/d).
The efficacy of this combination was first assessed in
the orthotopic syngeneic model (Panc02, 1x10° cells).
Simultaneous treatment with INC280 and gemcitabine
was initiated 7 days after tumour cell implantation and
went on for 20 days. No treatment-associated side effects
(e.g. weight loss) were observed (data not shown). After
27 days results revealed a significant reduction of
tumour weight in all treatment groups; the combination
treatment was most effective showing significant tumour
reduction versus both the control and single agent ther-
apy groups (Figure 5E). Immunohistochemical work-up
revealed a significant inhibition of tumour cell prolifera-
tion (Ki67 staining) in all treatment groups, but the com-
bination treatment was clearly most effective (Figure 5F).
Regarding tumour vascularization, CD31 staining revealed
a significant reduction in all treatment groups compared
to controls, although there was no difference between the
different treatment groups (Figure 5G). No effect on
tumour cell apoptosis was observed (Figure 5H). Metasta-
ses formation was also impaired in this model with only 1/
8 mice showing enlarged lymph nodes and no ascites with
combined INC280 and gemcitabine treatment (Table 1).
These results clearly show the potential therapeutic
benefits of combining ¢cMET inhibition with gemcita-
bine treatment.

Inhibition of cMET prolongs survival in combination with
gemcitabine in vivo

The clinical situation shows that more than 80% of pa-
tients present with an advanced tumour stage and are
initially treated with systemic chemotherapy. We ad-
dressed this issue first in a subcutaneous tumour model
(Panc02). Gemcitabine treatment (100 mg/kg twice/
week) was started when tumours reached a size of
80-100 mm® (Figure 6A, green line). From our initial
experiments with gemcitabine in the subcutaneous
tumour model we knew that this leads to delayed
tumour growth up to a size of approximately 300 mm?®
(Figure 5C). Therefore, we defined tumours >300 mm?
as clinically progressing, and used this threshold to add
INC280 as “second line” therapy (Figure 6A, red line).
Mice were sacrificed when tumours reached a size of
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Figure 6 Impact of gemcitabine and INC280 combination
therapy in advanced tumour stages. A) In the subcutaneous
syngeneic mouse model, treatment with gemcitabine was initiated
when tumours reached a size of 80-100 mm? (green line). INC280
treatment was started when tumour size exceeded 300 mm?®

(red line). Gemcitabine alone led to a delay in tumour growth;
Combination of gemcitabine with cMET inhibition significantly
improved tumour growth inhibition. B) In the orthotopic syngeneic
tumour model, survival of mice was significantly prolonged with
gemcitabine therapy alone (*P < 0.05 vs. control and vs. INC280).

A significant survival improvement was observed when gemcitabine
was combined with cMET inhibition (*P < 0.001 vs. control and

P <0.05 vs. gemcitabine).

.

800 mm?>. Results showed that gemcitabine leads to
growth delay in vivo as expected and delayed initiation
of INC280 treatment alone has no effect on tumour
growth. In comparison, combined INC280 and gemcita-
bine treatment was the most effective therapy against
tumour progression (Figure 6A). Since the microenvir-
onment has significant impact on tumour growth and
resistance to anti-neoplastic therapies, we confirmed these
results in the orthotopic syngeneic model (Panc02). In ac-
cordance with the subcutaneous model experiments, we
initiated gemcitabine (100 mg/kg twice/week) treatment
on day 10 and added INC280 (10 mg/kg/d) on day 20.
Results from this model showed that INC280 alone has no
effect on advanced tumour growth, and gemcitabine sig-
nificantly improves survival as expected. Consistent with
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the subcutaneous model results, the addition of the cMET
inhibitor INC280 to tumours pretreated with gemcitabine
was the most efficient therapy (Figure 6B). These results
strongly support the idea of adding cMET inhibition to
gemcitabine treatment, even when the pancreatic cancer
is in advanced stages.

Discussion

Pancreatic cancer is still one of the most devastating
tumour entities in humans and surgical resection pro-
vides the only curative option. However, most patients
present in stages where surgery is not an option. There-
fore, novel therapeutic opportunities are desperately
needed to improve the prognosis. Within the current
study we assess the effects of targeting cMET by using a
novel orally available ATP-competitive inhibitor in pan-
creatic cancer models. Our results show that cMET in-
hibition impairs activation of HGF-induced oncogenic
signaling intermediates in human and murine pancreatic
cancer cell lines. Moreover, treatment with the cMET in-
hibitor reduces tumour growth in vivo and prolongs sur-
vival of mice most effectively when used in combination
with gemcitabine. Taken together, our results suggest
that targeting cMET might be a novel way to improve
outcome of patients with pancreatic cancer.

Low level expression of cMET and HGF is known in
the exocrine pancreas. However, when proceeding to
PanIN or even invasive ductal adenocarcinomas, expres-
sion of both cMET and HGF greatly increases [11,26,27].
Several studies have linked activation of cMET signaling
to phosphorylation of intracellular signaling cascades
such as PI3K/Akt, MAPK/ERK or FAK in pancreatic
cancer models, leading to tumour cell invasiveness, motil-
ity and resistance to gemcitabine therapy [12,13,28-31].
Within the current study, we confirm that treatment of
cancer cell lines with the cMET inhibitor INC280 signifi-
cantly impairs HGF-induced growth and motility of
tumour cells, at least in part via inhibition of Akt, ERK
and FAK phosphorylation. Of note, there was no effect de-
tected on growth, motility and signaling intermediates in
cancer cell lines under constitutive conditions. This is of
particular importance since the stroma is known to be a
major source of HGF and Ide et al. showed that HGF ex-
pression in the stroma of pancreatic cancer specimens is
associated with poor prognosis in these patients [32].
Hence, phosphorylation of oncogenic signaling cascades
in pancreatic cancer cells via paracrine activation of the
c¢MET receptor might contribute to pancreatic cancer ag-
gressiveness. Therefore, it seems logical that targeting
c¢MET with INC280 would negate this mechanism.

A major issue in pancreatic cancer therapy is its resist-
ance to almost every systemic therapy. Gemcitabine,
which was for many years considered to be the standard
therapy for pancreatic cancer, only has response rates
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between 5.6 and 13.3% [33]. Novel therapeutic regimes
such as FOLFIRINOX show response rates only around
30% and come at a cost of high toxicity in more than
50% of patients [4]. Previous studies have connected the
resistance of pancreatic cancer cell lines to gemcitabine,
with alterations in EMT (epithelial-to-mesenchymal
transition) that include the cMET receptor [34].
Moreover, a report by Li and coworkers defined cMET
as a marker for pancreatic cancer stem cells (CSC)
with a high self-renewal capacity [35]. Recently, Hage
and colleagues demonstrated that treatment with
cabozantinib, a dual inhibitor of cMET and VEGFR-2,
increases the efficacy of gemcitabine, even when cells
were resistant to this agent [12]. In our experiments
MiaPaCa2 pancreatic cancer cells also show an in-
crease in cMET expression when resistant to gemcita-
bine (MiaPaCa2(G250)). Moreover, the cMET receptor
seems to be functionally active since incubation with
HGF induces growth, motility and phosphorylation of
intracellular signaling cascades in these cells. Interestingly,
MiaPaCa2(G250) cells that are resistant to gemcitabine
express MDR-1 mRNA which is in contrast to normal
MiaPaCa2(par); MDR-1 is up-regulated in MiaPaCa2
(G250) cells under hypoxic conditions. This is of particular
importance since expression of MDR-1 and its encoding
protein P-gp have been implicated in reduced drug
up-take, thereby mediating resistance to chemotherapy
[36,37]. Regulation of MDR-1 has been linked to HIF-1 ac-
tivation/stabilization and previous reports indicate that
c¢MET blockade impairs this transcription factor in cancer
cells [38,39]. Indeed, we found a reduction of HIF-1a upon
cMET inhibition in MiaPaCa2(G250) cells. In conclusion,
treatment with the cMET inhibitor INC280 impairs both
hypoxia-induced MDR-1 expression and HGF-mediated
effects on growth, motility and signaling intermediates in
gemcitabine resistant cancer cells in vitro. One might
speculate that treatment with gemcitabine leads to selec-
tion of cancer cells (potentially cancer stem cells) with
high ¢cMET expression, thereby providing a rational for
the use of cMET inhibitors in pancreatic cancer at least
when tumours become gemcitabine resistant.

We used syngeneic orthotopic pancreatic cancer models
to further evaluate our findings. The advantage of these
models is the existence of a functional immune system in
the host, and the presence of a proper local microenviron-
ment [40]. As predicted from our in vitro data, combin-
ation of gemcitabine with the cMET inhibitor INC280 was
far superior to single agent therapy in terms of tumour in-
hibition in the orthotopic model. Interestingly, this effect
correlated to inhibition of tumour cell proliferation, with
no difference in tumour cell apoptosis detected; these re-
sults are consistent with growth inhibition caused by the
combination of gemcitabine and ¢cMET inhibitor previ-
ously reported by Li et al. [35]. However, in contrast to
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our study, Li and coworkers used immunocompromised
NOD/SCID mice with primary human pancreatic adeno-
carcinoma cells. Regarding apoptosis, a study by Hage and
coworkers described a significant increase in vitro when
pancreatic cancer cell lines were treated with a cMET in-
hibitor in combination with gemcitabine [12]. However,
these results were not confirmed by in vivo experiments.
Taken together, our study substantiates the rational for the
use of cMET inhibitors in combination to gemcitabine in
patients with pancreatic cancer.

The clinical situation shows that most patients present
in an advanced stage of disease, necessitating the use of
models that address this situation. We were particularly
optimistic about the strategy to use ¢cMET inhibitors
since we found that tumours of mice treated with gemci-
tabine strongly up-regulate the cMET receptor. To
mimic the clinical situation, we chose to apply INC280
at an advanced tumour stage in the syngeneic orthotopic
survival model. Importantly, adding the cMET inhibitor
at a progressive tumour growth stage, together with
gemcitabine therapy, produced significantly prolonged
survival in mice. These results are in line with a recently
published study by Avan and colleagues showing a
significant improvement in survival when combining
gemcitabine with the ATP-competitive ¢cMET inhibitor
crizotinib in mice bearing primary pancreatic ductal
adenocarcinoma specimen [28]. In contrast to Avan and
coworkers who simultaneously started treatment with
the inhibitor and gemcitabine 5 days after tumour im-
plantation, we selected an even later time point to begin
INC280 treatment (20 days after tumour cell inocula-
tion), and initiated gemcitabine earlier at 10 days. Since
gemcitabine remains a “first-line” therapy, and other
treatments are typically considered after the tumour
shows resistance, we feel the experimental model we
used is closer to the clinical situation.

Conclusion

In summary, the present study shows that targeting
c¢cMET may lead to an effective inhibition of tumour
growth in pancreatic cancer, even in advanced tumour
stages. Particularly, inhibition of gemcitabine-resistance
in tumour cells by cMET inhibitors may improve current
anti-neoplastic therapy strategies for the treatment of pan-
creatic cancer patients.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Effects of targeting cMET on L3.6pl
pancreatic cancer cells. A) Incubation of L3.6pl cells with the cMET
inhibitor INC280 has no effect on constitutive growth. When cells were
stimulated with HGF, a significant improvement of growth was observed
(#P<0.05). This was abrogated by cMET inhibition with INC280 (*P<0.05).
B) HGF induces cancer cell motility (#P<0.05) that can efficiently be
blocked by INC280 (*P<0.05). Constitutive motility remains unaffected. C)
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Treatment with INC280 disrupts HGF-mediated phosphorylation of Akt
and ERK after 4 and 24 hours of treatment. Bars=SEM.

Additional file 2: Figure S2. Effects of targeting cMET on VEGF-A and
PDGF-B secretion from cancer cells. A) Hypoxia led to a significant increase
in VEGF-A secretion from L3.6pl cancer cells (#P<0.05). INC280 did not affect
this. B) Induction with DFX led to a significant increase in PDGF-B secretion
from HPAF-II pancreatic cancer cells (#P<0.05). Targeting cMET had no
impact on this. C) Similar, DFX led to increase in PDGF-B secretion from
L3.6pl and INC280 did not reduce this in vitro (#P<0.05). D) Gemcitabine
resistant MiaPaCa2(G250) showed a higher secretion of PDGF-B compared
to regular MiaPaCa2(par) (#P<0.05). cMET inhibition had no effect on this
in vitro. E) Incubation with DFX led to a significant increase in PDGF-B
secretion from MiaPaCa2(G250) but INC280 did not affect this increase
(#P<0.05). Bars=SE.

Additional file 3: Figure S3. Effects of targeting cMET on ECs and
VSMCs. A) No effect of targeting cMET with INC280 on ECs was detected
upon constitutive conditions. B) HGF induces growth of ECs after 48 and
72 hours of incubation (#P<0.05). Incubation with INC280 impairs this
(*P<0.05). C) In VSMCs, INC280 led to inhibition of constitutive growth
upon constitutive conditions (*P<0.05). D) Upon serum-starved conditions,
no effect on constitutive growth was detectable. Similar, stimulation of
VSMCs with HGF did not affect in vitro growth. Bars = SE.
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