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1 Literaturdiskussion

1.1 Mechanismen der Krebsentstehung

In Deutschland wurde in den letzten funf Jahren bei rund 1,7 Millionen Menschen eine
Krebserkrankung diagnostiziert (Robert Koch Institut: Zentrum fur Krebsregisterdaten
2019b). Die Prognose fur Betroffene ist hierbei stark abhangig von der Art des Tumors.
Wahrend maligne Neoplasien der Bauchspeicheldrise (Pankreas), der Lunge oder der
Leber 5-Jahres-Uberlebensraten von unter 20 Prozent verzeichnen, betragen diese
bei Prostatakrebs oder dem malignen Melanom Uber 90 Prozent (Robert Koch Institut:
Zentrum fur Krebsregisterdaten 2019b).

Der Begriff ,Krebs“ beschreibt laut World Health Organisation (WHO) eine grolde
Gruppe an Erkrankungen, welche jeglichen Part des Korpers betreffen konnen und
sich durch die Bildung abnormer Zellen mit unkontrolliertem Wachstum auszeichnen.
Diese Zellen besitzen zudem die Fahigkeit, sich in andere Gewebe oder Organe
auszubreiten. Dies wird als Metastasierung bezeichnet und stellt oftmals die Ursache
fur das Versterben der Patienten dar (World Health Organisation 2020).
Grundsatzlich kann zwischen zwei Tumorarten unterschieden werden. Merkmale
eines benignen Tumors sind ein begrenztes Zellwachstum mit geringeren Mitoseraten.
Eine fibrose Kapsel grenzt den Tumor klar vom umliegenden Gewebe ab und im
Gegensatz zum Malignom findet hier keine Metastasierung statt. Zellen in malignen
Tumoren ahneln den Zellen, von welchen sie sich ableiten, weniger stark als bei
gutartigen Tumoren. Es kommt zu einem unkontrollierten Wachstum mit hohen
Mitoseraten. Des Weiteren besitzt der Tumor die Fahigkeit, benachbartes Gewebe zu
infiltrieren und Metastasen zu bilden (Aigner et al. 2016).

Anhand der Gewebe, aus denen maligne Entartungen hervorgehen, ist eine weitere
Differenzierung moglich. Den Uberwiegenden Anteil der bdsartigen Neubildungen
bilden Karzinome, welche ihren Ursprung in epithelialen Zellen der inneren und
aulieren Korperoberflache besitzen. Insgesamt etwa 70 % der Tumoren gehen vom
Drisengewebe aus und werden dementsprechend als Adenokarzinome bezeichnet.
Des Weiteren sind Entartungen des Binde- und Stutzgewebes (Sarkome), der
Stutzzellen des Nervensystems (Gliome) und der pigmentbildenden Zellen
(Melanome) zu differenzieren. Auch blutbildende Zellen des Knochenmarks oder
lymphatische Organe konnen Ursprung einer bosartigen Krebserkrankung sein,
welche in diesem Fall als Leukamie bzw. Lymphom bezeichnet wird (Robert Koch
Institut: Zentrum fur Krebsregisterdaten 2019b).



Trotz der morphologischen Unterschiede verschiedener Tumorarten liegt der
gemeinsame Ausloser der Kanzerogenese in der Entstehung von DNA-Schaden,
welche Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsupressorgenen nach sich ziehen
(Aigner et al. 2016; Basu 2018). Im Rahmen der onkogenen Aktivierung findet die
Umwandlung eines Proto-Onkogens in ein Onkogen statt. Da die Produkte der
Proto-Onkogene in Vorgange wie Zellteilung und -differenzierung involviert sind,
fordern die abnorme Expression des Onkogens sowie dessen veranderte
Genprodukte maligne Transformation. Die Aktivierung des transformierten Onkogens
Rat sarcoma (RAS) stellt eine entscheidende genetische Alteration im Rahmen der
Tumorpathogenese des Pankreaskarzinoms dar und wird in 1.2.1 genauer
beschrieben (Marshall and Nigg 1998; Diamandis 1992). Die ebenfalls im Rahmen der
malignen Transformation essenziellen Tumorsupressorgene sind negative
Regulatoren des Zellwachstums. Deren Inaktivierung durch Mutationsereignisse fuhrt
dazu, dass sich Zellen ihrer Wachstumshemmung entziehen konnen, wodurch
maligne Transformation ebenfalls gefordert wird (Marshall 1991; Diamandis 1992).
Mithilfe des Mehrstufenkonzepts der Karzinogenese, welches auf Isaak Beerenblum
zuruckzufuhren ist, kann die Tumorgenese in drei Phasen untergliedert werden:
Tumorinitiation, -promotion und -progression. Hierbei beschreibt die Phase der
Initiation eine irreversible, vererbbare Mutation im Genom der Zelle (Aktories et al.
2017). Neben zahlreichen chemischen Noxen, wie Tabakrauch, Aflatoxinen oder
Nitroaromaten, konnen auch physikalische Gammastrahlung oder UV-Licht ursachlich
fur derartige Schadigungen des Erbguts sein (Basu 2018). Chronische Entzindungen
wiederum konnen Wachstum und Fortschreiten des Tumors zusatzlich fordern
(Balkwill and Mantovani 2001). Im folgenden Schritt der Promotion kommt es dadurch,
dass die initierte Zelle deutlich starker als gesunde Zellen auf die
teilungsstimulierende Wirkung eines Tumorpromotors reagiert, zur Zellvermehrung.
Voraussetzung dafur sind weitere Mutationen in kritischen Genen. Die maligne
Entartung der Zellen wird in der Progressionsphase erreicht; ausgelost durch
Karzinogene kommt es nun zur Transformation des gutartigen in einen bdsartigen
Tumor, der schlieBlich invasiv wachst und metastasiert (Aktories et al. 2017; Pitot
1989).

Hanahan und Weinberg beschreiben sechs ,Hallmarks of Cancer”. \Wahrend der
mehrstufigen Kanzerogenese werden diese von den betroffenen Zellen erworben.

Diese sukzessiv gewonnenen Merkmale machen die Komplexitat, mit welcher maligne



Transformation stattfindet, deutlich. Zu ihnen zahlen die Aufrechterhaltung der
proliferativen Signalibertragung, das Umgehen von Tumorsupressoren, die Resistenz
gegen den Zelltod, die Ermoglichung einer replikativen Immortalitat, die Induktion der
Angiogenese, Aktivierung von Invasion und Metastasierung, Neuprogrammierung des
Energiestoffwechsels und die Umgehung der Eliminierung durch das Immunsystem
(Hanahan and Weinberg 2011).

1.2 Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom zahlt zu einer der weltweit todlichsten Krebserkrankungen. Die
WHO registrierte im Jahr 2020 insgesamt 495.773 neue Falle, womit das
Pankreaskarzinom die Zwolfthaufigste aller Krebserkrankungen darstellte. Bezogen
auf die Sterblichkeit belegte es mit weltweit 466.003 registrierten Todesfallen sogar
Platz sieben (World Health Organisation: International Agency for Research on Cancer
2020). Die ungiinstige Prognose zeigt sich auch in der 5-Jahres-Uberlebensrate,
welche in Deutschland laut aktueller Zahlen des Robert-Koch-Instituts (RKI) neun
Prozent betragt. Neben dem Mesentheliom zeigt das Pankreaskarzinom somit die
niedrigste Uberlebensrate unter allen Krebserkrankungen (Robert Koch Institut:
Zentrum fur Krebsregisterdaten 2019a).

Betroffen sind vor allem Manner zwischen 40 und 85 Jahren, wobei das Risiko mit
zunehmendem Alter weiter ansteigt (Goral 2015). Neben dem Alter z&hlen jedoch auch
Einflisse wie Ubergewicht, Rauchen, langjahriger Alkoholkonsum, bestehende
chronische Pankreatitis, zystische Neoplasien des Pankreas sowie genetische
Faktoren zu den klassischen Risikofaktoren (Herold 2019).

Die Diagnose in einem frihen, noch heilbaren Stadium gestaltet sich schwierig. Nur
selten zeigen Betroffene Symptome, weshalb die Erkrankung haufig Uber einen
langeren Zeitraum unerkannt bleibt (Kleeff et al. 2016; McGuigan et al. 2018).
Beschwerden treten meist erst dann auf, wenn der Tumor das umliegende Gewebe
infiltriert oder in andere Organe metastasiert hat. Zudem sind die auftretenden
Symptome als unspezifisch einzuordnen; u. a. zahlen hierzu Bauch- und
Ruckenschmerzen, obstruktiver |kterus und Gewichtsverlust. Ausgelost durch das
Tumorwachstum konnen auf3erdem eine chronisch-obstruktive Pankreatitis oder im
fortgeschrittenen Stadium eine Magenausgangsstenose mit Ubelkeit und Erbrechen
auftreten. Das Ausbleiben einer spezifischen Frihsymptomatik hat zur Folge, dass bei



Stellung der Diagnose bereits ca. 50 % der Patienten eine Metastasierung aufweisen
(Loveday, Lipton, and Thomson 2019).

Bei klinischem Verdacht auf Pankreaskarzinom erfolgt nach sorgfaltiger Anamnese
und umfangreicher korperlicher Untersuchung die bildgebende Diagnostik. Methode
der ersten Wahl stellt hier die Sonographie des Abdomens dar, welche bei unklarem
Befund durch eine Computertomographie (CT) oder eine
Magnetresonanztomographie (MRT) erganzt werden kann. Des Weiteren besteht die
Moglichkeit einer Biopsie oder einer Bestimmung der Tumormarker CEA und CA 19-9
im Rahmen einer Blutuntersuchung (Oettle et al. 2018).

Das haufigste Malignom des Pankreas bildet mit einem Anteil von Uber 95% das
duktale Adenokarzinom, das meist im Bereich des Pankreaskopfs lokalisiert ist
(Mostafa et al. 2017; Oettle et al. 2018). Im Gegensatz zu soliden Tumoren, welche
die uberwiegende Mehrheit an duktalen Adenokarzinomen bilden, weisen zystische
Lasionen meist eine gunstigere Langzeitprognose auf (Adsay 2008). Daneben lasst
sich aulerdem die Gruppe der weitaus selteneren, nicht-duktalen Adenokarzinome
differenzieren. Dazu zahlen Malignome wie der neuroendokrine Tumor des Pankreas,
das Azinuszellkarzinom, das Pankreatoblastom und die solide pseudo-papillare

Neuoplasie (Mostafa et al. 2017).

1.2.1 Tumorpathogenese

Zur Entstehung des duktalen Pankreaskarzinoms wurden bereits verschiedene
Theorien entwickelt, wobei der zellulare Ursprung noch immer nicht vollkommen
geklart werden konnte. Es wird davon ausgegangen, dass der Ursprung des Tumors
auf drei moglichen Vorlauferlasionen beruht. Dazu gehdren die Pankreatische
Intraepitheliale Neoplasie (PanIN), die Muzindse Zystische Neoplasie (MCN) sowie die
Intraduktale Papillare Muzindse Neoplasie (IPMN) (Gnoni et al. 2013; Matthaei, Dal
Molin, and Maitra 2013). Diese wiederum sollen sich aus pankreatischen
Krebsstammzellen (CSC) gebildet haben (Goral 2015).

Untersuchungen der PanIN zeigten, dass diese Art der Lasion klonale Mutationen in
krebsassoziierten Genen aufweist. Die Menge an zytologischen sowie
morphologischen Anderungen korreliert hierbei mit der Intensitdt der genetischen
Veranderungen bzw. der Mutationsereignisse (Matthaei, Dal Molin, and Maitra 2013;
Luttges et al. 2001; Fukushima et al. 2002).



Anhand dieser Merkmale lassen sich bezogen auf die PanIN drei Grade differenzieren.
Grad 1 wiederum kann in PanIN-1A, eine flache epitheliale Lasion, und PanIN-1B, eine
flache epitheliale Lasion mit zusatzlich papillaren, mikropapillaren oder basal
pseudostratifizierten Anteilen, unterteilt werden. PanIN-2 weist bereits ein gewisses
MalR an nuklearen Atypien auf, wahrend PanIN-3 einem carcinoma in situ mit
schweren Zellatypien entspricht (Hruban et al. 2001).

Studien ergaben, dass K-RAS-Mutationen, wie sie im invasiven duktalen
Adenokarzinom des Pankreas zu finden sind, ebenfalls bereits in PanIN nachgewiesen
werden konnen. Die Zahl der Mutationen steigt mit zunehmendem Dysplasiegrad der
Lasion (Lohr et al. 2005). Allerdings sind K-RAS-Mutationen teilweise bereits im
gesunden Pankreas detektierbar, was darauf schliefen lasst, dass derartige
Veranderungen Uber einen gewissen Zeitraum bestehen konnen, ohne ein
Fortschreiten der Lasion zu initiieren. Der konkrete Ausloser fur die maligne
Transformation der Lasion wird unter anderem in der Akkumulation von Mutationen
vermutet, konnte jedoch bisher nicht im Detail geklart werden (Luttges et al. 1999; Ott
et al. 2007).

Mit zunehmendem Dysplasiegrad der Lasion sind weitere Genveranderungen
feststellbar, welche mit denen des Pankreaskarzinoms ubereinstimmen. Dazu zahlen
unter anderem die Hemmung der Expression der Tumorsupressorgene p16, p53 sowie
DPC4, aber auch die Uberexpression von HER-2/neu (Wilentz et al. 1998; Norfadzilah
et al. 2011; Hua et al. 2003; Tomaszewska et al. 1998; Talar-Wojnarawska and
Malecka-Panas 2006).

1.2.2 Therapie des Pankreaskarzinoms

Die einzige therapeutische Option, welche derzeit potentiell zu einer vollstandigen
Heilung der Krebserkrankung fuhren kann ist die chirurgische R0O-Resektion des
Karzinoms (Piper 2013). Im Bereich des Resektionsrandes durfen bei der
postoperativen pathologischen Untersuchung somit keine Karzinomzellen mehr
nachweisbar sein (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, and AWMF
2013). Da der Tumor aus den in 1.2 genannten Grunden jedoch meist erst im
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird, ist die kurative Entfernung des
Karzinoms nur noch in 15-20 % der Falle durchzufuhren (Oettle et al. 2018). Eine

bereits stattgefundene Fernmetastasierung schliet laut aktueller Leitlinie die



Resektion des Primartumors aus (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe,
and AWMF 2013).

Im Rahmen der kurativen Operation sollte zum Pankreasgewebe, den Gallengangen
und dem Magen ein Sicherheitsabstand von 1 mm eingehalten werden, um eine
RO-Resektion zu ermoglichen. Die OP-Technik sowie der Umfang der Resektion
umliegender Organe wie Magen und Duodenum richten sich hierbei nach der
Lokalisation des Tumors (Oettle et al. 2018). Zusatzlich ist die Entfernung von
mindestens zehn regiondren Lymphknoten obligat (Deutsche Krebsgesellschaft,
Deutsche Krebshilfe, and AWMF 2013). Doch selbst nach vollstandiger
Tumorresektion fallt die Prognose fur den Patienten ungunstig aus, die
5-Jahres-Uberlebenssrate betrdgt dennoch nur etwa 25 % (Richter et al. 2003).
Weiterhin besteht die Gefahr des Wiederauftretens der Erkrankung, wobei dies sich
einerseits in Form von lokalen Rezidiven, aber auch als Fernmetastasen darstellen
kann (Hishinuma et al. 2006). Es ist somit sinnvoll, die chirurgische Therapie durch
eine adjuvante Chemotherapie zu erganzen, da diese die Wahrscheinlichkeit fur das
Rezidivieren der Erkrankung deutlich reduzieren kann (Oettle et al. 2007). Die Wahl
des Zytostatikums richtet sich hier vor allem nach dem Allgemeinzustand des
Patienten. Wahrend eine Therapie mit FOLFIRINOX, einem Kombinationspraparat
aus 5-Fluoruracil (5-FU), Folinsaure, Irinotecan und Oxaliplatin, gegenuber
Gemcitabin zwar zu einer signifikanten Verlangerung der Lebenszeit fuhrt, kommt es
hier zum vermehrten Auftreten schwerwiegender Nebenwirkungen. Dazu zahlen unter
anderem Diarrhoe, Parasthesien, Midigkeit, Ubelkeit und Mukositis (Conroy et al.
2018). Verglichen mit Fluoruracil/Folinsaure fuhrt eine Behandlung mit Gemcitabin bei
gleicher Effektivitat seltener zum Auftreten von Nebenwirkungen wie Stomatitis oder
Diarrhoe (Neoptolemos et al. 2010). Da der postoperative Zustand der Patienten eine
aggressive Therapie mit FOLFIRINOX haufig ausschlieft, wird Patienten mit
schlechtem Allgemeinzustand die adjuvante Monotherapie mit Gemcitabin empfohlen.
Bei Unvertraglichkeit des Praparats kann auf Fluoruracil/Folinsaure ausgewichen
werden. Aufgrund der signifikanten Verlangerung der Gesamtuberlebenszeit stellt
FOLFIRINOX fur Patienten mit gutem Allgemeinzustand eine geeignete adjuvante
Therapieoption dar (Oettle et al. 2018).

Eine Empfehlung fur die Durchfuhrung einer adjuvanten Radiochemotherapie besteht
derzeit aufgrund der unsicheren Studienlage nicht. Es konnte bisher kein sicherer
Nutzen der Behandlung registriert werden. Auch in Bezug auf sogenannte Targeted



Therapies, Immuntherapien sowie Hyperthermie-Behandlungen sind weitere
Forschungsarbeiten notwendig, sodass zum jetzigen Zeitpunkt keine entsprechende
Empfehlung ausgesprochen werden kann (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, and AWMF 2013).

Ist eine RO-Resektion nicht zu erreichen, bestehen die Behandlungsoptionen aus
symptomlindernden operativen Eingriffen, beispielsweise zum Zwecke der
Cholestasebeseitigung, einer Radiatio oder Chemotherapie, wobei sich das
Therapiekonzept nach den individuellen Patientenbedingungen richtet (Piper 2013;
Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, and AWMF 2013). Abhangig davon
kann unter Umstanden auch bei primar nicht-resektablen Karzinomen eine
Resektabilitat mittels Radiochemotherapie oder Chemotherapie erreicht werden
(Oettle et al. 2018).

Patienten, welche unter einem metastasiertem bzw. lokal fortgeschrittenem Karzinom
leiden, werden nach dem palliativem Therapiekonzept behandelt. Je nachdem, ob der
Patient  bezogen auf  seinen allgemeinen Gesundheitszustand als
Chemotherapie-fahig eingeschatzt wird oder nicht, werden entweder eine palliative
medikamentose Tumortherapie mittels Zytostatika oder davon unabhangige
supportive BehandlungsmaRnahmen durchgefuhrt (Oettle et al. 2018; Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, and AWMF 2013). In Bezug auf das palliative
Behandlungskonzept stellt Gemcitabin das Standardtherapeutikum dar, da es im
Vergleich zu 5-FU eine deutlich effektivere Linderung der Symptome sowie
Verlangerung der Lebenszeit mit sich bringt (Burris et al. 1997; Oettle et al. 2018).
Klinische Studien konnten unter Gemcitabin Remissionsraten zwischen funf und zehn
Prozent registrieren (Oettle et al. 2018). Die Verabreichung von FOLFIRINOX sollte
trotz Uberlegener Effektivitat des Praparats aus den oben genannten Grinden nur bei
Patienten mit gutem Allgemeinzustand erfolgen (Conroy et al. 2011).

Da die Heilungsraten des Pankreaskarzinoms unter den heutigen Therapieoptionen
noch immer unzureichend sind, ist eine stetige Weiterentwicklung von
Behandlungskonzepten notwendig. Aktuelle Studien streben derzeit an, die
individuellen Mutationsmuster der Patienten zu bestimmen, um daraus eine personlich
auf den Patienten abgestimmte Behandlungsstrategie zu entwerfen. Die Definition
bestimmter Untergruppen anhand spezifischer molekularer Veranderungen erfordert
intensive interdisziplinare Zusammenarbeit und bleibt eine vielversprechende

Herausforderung fur die Zukunft (Chantrill et al. 2015; Neoptolemos et al. 2018).



1.3 DNA Damage Response (DDR)

Jede Zelle des menschlichen Korpers ist taglich Tausenden von DNA-Schaden
ausgesetzt (Lindahl and Barnes 2000; Jackson and Bartek 2009). Neben der Blockade
von DNA-Replikation und -Transkription konnen diese Lasionen Mutationen
hervorrufen, welche die Uberlebensfahigkeit der Zelle bzw. des Organismus
beeintrachtigen. Diese Mutationen treten dann auf, wenn DNA-Schaden nicht oder nur
unzureichend repariert werden (Jackson and Bartek 2009). Um sich vor den moglichen
Auswirkungen von DNA-L&sionen zu schutzen, haben Zellen Mechanismen
entwickelt, welche der Detektion von Schaden, der Signaltransduktion und schliel3lich
der Reparatur des Schadens dienen. Diese Prozesse werden zusammenfassend als
DNA Damage Response (DDR) bezeichnet (Harper and Elledge 2007; Rouse and
Jackson 2002; Harrison and Haber 2006; Jackson and Bartek 2009)

Die Koordinierung der DNA-Schaden erfolgt vor allem Uber zwei Signalkaskaden: Den
Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)-CHK2- und den ATM and Rad3 related (ATR)-
CHK1-Weg (Cimprich and Cortez 2008). Deren Aktivierung erfolgt Uber
DNA-Doppelstrangbriche (DSB) oder einzelstrangige DNA und kann neben der
Reparatur der Schaden auch zellulare Vorgange wie Apoptose oder Seneszenz
vermitteln (Smith et al. 2010). Durch das Vorliegen von Doppelstrangbrichen wird
ATM rekrutiert, wahrend einzelstrangige DNA die Aktivierung von ATR bewirkt (Suzuki,
Kodama, and Watanabe 1999; Lee and Paull 2005; Zou and Elledge 2003; Smith et
al. 2010). Die Aktivierung von ATR erfolgt somit wahrend jeder S-Phase, um die
Replikation geschadigter DNA und den fruhzeitigen Mitoseeintritt der Zelle zu
verhindern (Shechter, Costanzo, and Gautier 2004; Cimprich and Cortez 2008).

Im Rahmen der ATM-Aktivierung kommt es zur Autophosphorylierung der im inaktiven
Zustand als Dimer oder Multidimer vorliegenden Kinase. Dies hat die Dissoziation des
Dimers in teilaktive Monomere zur Folge (Bakkenist and Kastan 2003; Smith et al.
2010). Zusatzlich wird die Affinitat von ATM gegenuber dessen Substraten Uber
Wechselwirkungen mit dem Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN)-Sensorkomplex gesteigert
(Lee and Paull 2007; Smith et al. 2010). Studien zeigten auflerdem, dass die
ATM-Aktivitat durch die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) beeinflusst wird. Um eine
Phosphorylierung von ATM bei Serin (S) 1981 in unbeschadigten Zellen zu verhindern,
unterliegt ATM einer konstitutiven Wechselwirkung mit der strukturellen Untereinheit
PP2A-A und der katalytischen Untereinheit PP2A-C (Goodarzi et al. 2004; Goder et al.



2018). Goder et al. konnten zudem durch gezielte genetische Elimination der
regulatorischen Untereinheit PR130 zeigen, dass diese die Dephosphorylierung von
ATM durch PP2A fordert (Goder et al. 2018).

Nachdem die ATM-Monomere uber Wechselwirkungen mit dem MRN-Komplex zu den
DBS rekrutiert wurden, konnen diese dort mit weiteren Substraten interagieren (Lee
and Paull 2007; Smith et al. 2010).

Eines der frihesten Zielproteine stellt H2AX dar, dessen Aktivierung uber
Phosphorylierung an S139 erfolgt (Scully and Xie 2013; Kuo and Yang 2008). Diese
Aktivierung von H2AX als Reaktion auf DSBs und blockierte Replikationsgabeln kann
neben ATM auch durch ATR oder die DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK)
erfolgen (Smith et al. 2020; Burma et al. 2001). Rogakou et al. zeigten anhand ihrer
Studien die schnelle Bildung von phosphorylietem H2AX (yH2AX) in Zellen nach
Exposition gegenuber ionisierender Strahlung und stellten fest, dass diese Reaktion
durch verschiedene Ereignisse, welche DSBs erzeugen, hervorgerufen wird (Rogakou
et al. 1998). Innerhalb der phosphorylierten yH2AX-Molekule kommt es zur
Herdbildung, wobei von einer direkten Korrelation zwischen der Anzahl der DNA-DSBs
und der Menge an yH2AX-Foci ausgegangen wird (Sedelnikova et al. 2002).
AnschlieRend kann yH2AX weitere Faktoren wie MDC1 rekrutieren, was wiederum die
Rekrutierung des MRN-Komplexes Uber Interaktion zwischen MDC1 und Nbs1 zur
Folge hat (Chapman and Jackson 2008; Scully and Xie 2013). Der MRN-Komplex
behalt seine Fahigkeit, ATM zu aktivieren auch in Distanz zu dem DNA-Schaden. Das
bedeutet, dass MDC1 die ATM-Antwort zusatzlich verstarken kann. Es kommt zu einer
positiven Ruckkopplungsschleife, welche zur Akkumulation von ATM und der
erleichterten ATM-abhangigen Phosphorylierung von yH2AX fuhrt (Lou et al. 2006;
Scully and Xie 2013).

Des Weiteren erleichtert MDC1 die Akkumulation von p53-binding protein-1 (53BP1)
und breast cancer susceptibility protein-1 (BRCA1), welche gleichzeitig auch direkte
Substrate von ATM darstellen (Lavin 2008). Dadurch wird die DNA-Reparatur via
non-homologous end joining (NHEJ) und homologer Rekombination (HR) gefordert.
53BP1 ist in der Lage, das NHEJ zu unterstutzen, indem es die Resektion der
DSB-Enden verhindert. BRCA1 hingegen nimmt eine entscheidende Rolle im Prozess
der HR ein (Panier and Boulton 2014; Prakash et al. 2015; Smith et al. 2020).

Ein weiteres wichtiges Zielprotein von ATM stellt CHK2 dar. ATM phosphoryliert CHK2
an Threonin (T) 68, was zu dessen Aktivierung fuhrt (Ahn et al. 2000). Aktiviertes CHK2



kann sich von der Schadensstelle I6sen und rekrutiert nun verschiedene Substrate,
die an Zellzyklusprogression, Apoptose und Gentranskription beteiligt sind. Zu diesen
Substraten zahlt u. a. p53 (Lukas et al. 2003; Smith et al. 2010; Smith et al. 2020). Die
Aktivierung von p53 wird neben CHK2 auch durch ATM, ATR und CHK1 ausgelost,
was die Verknupfung der Signalwege verdeutlicht (Smith et al. 2020). Aktiviertes p53
ist u. a. in der Lage, je nach Ausmal} der Schadigung, entweder den Zellzyklus zu
stoppen, um eine Reparatur der Lasion zu ermdglichen, oder die Apoptose einzuleiten
(Bourdon 2007).

Entscheidend fur die Rekrutierung von ATR als Reaktion DNA-Schaden ist die
Interaktion zwischen dem ATR interacting protein (ATRIP) und dem
Replikationsprotein A (RPA), welches an einzelstrangige DNA gebunden vorliegt (Zou
and Elledge 2003; Li, Pearlman, and Hsieh 2016). Nach der ATR-Aktivierung erfolgt
die Koordinierung von Replikation, Zellzyklus, DNA-Reparatur und Apoptose Uber eine
komplexe Signalkaskade (Li, Pearlman, and Hsieh 2016).

Eine wichtige Rolle stellt hier die Serin-Threonin-Kinase CHK1 dar (Cimprich and
Cortez 2008). Deren Aktivierung erfolgt uber die Phosphorylierung an S317 und S345
durch ATR (Zhao and Piwnica-Worms 2001). Aktives CHK1 kontrolliert die cell division
cycle 25 (CDC25)-Phosphatasen, welche fur die Regulation der Zellzyklustibergange
verantwortlich sind (Boutros, Dozier, and Ducommun 2006; Cimprich and Cortez 2008;
Boutros, Lobjois, and Ducommun 2007). Indem CHK1 die CDC25-Proteine
phosphoryliert, kann deren Aktivitdt gehemmt und die Cyclin-abhangige Kinasen
(CDK)-Aktivierung verhindert werden. Dadurch wird der Eintritt in die Mitose blockiert
(Furnari, Rhind, and Russell 1997; Cimprich and Cortez 2008). Des Weiteren hemmt
der ATR-CHK1-Signalweg das Auslosen von Replikationsurspringen, was eine
verlangsamte Replikationsrate unter Stressbedingungen zur Folge hat. Der genaue
biochemische Mechanismus ist hier noch nicht vollstandig geklart. Es wird jedoch
davon ausgegangen, dass die CHK1-vermittelte WEE1-Aktivierung und CHC25A-
Hemmung Uber die Hemmung von CDK2 zu einer Unterdrickung des
Replikationsursprungs fuhrt (Rundle et al. 2017).

Fur die Koordination der DNA-Reparatur durch HR scheinen ATR und CHK1 ebenfalls
eine wichtige Rolle zu spielen, indem sie die Aktivierung wichtiger
HR-Regulationsproteine, wie BRCA1, RADS1 und BRCA2, vermitteln
(Narayanaswamy et al. 2016; Tibbetts et al. 2000; Sorensen et al. 2005; Rundle et al.
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2017). Sie sind daher fur die Aufrechterhaltung der DNA-Integritat von grofRer
Bedeutung (Rundle et al. 2017).

1.4 Protein-Phosphatase 2A (PP2A)

Die Eigenschaften und Funktionen von Proteinen konnen durch posttranslationale
Modifikationen verandert werden. Dies geschieht durch die Anlagerung funktioneller
Gruppen. Je nach Art des gebundenen Molekuls kann u. a. zwischen Methylierung,
Acetylierung, Glykosylierung und Phosphorylierung unterschieden werden. Da ein
Protein auf verschiedene Arten modifiziert werden kann, variiert dessen Funktion
anhangig von seinem Modifikationszustand (Wang and Wang 2019).

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen stellt einen wichtigen Mechanismus in
Bezug auf die Signaltransduktion dar. Unter physiologischen Bedingungen unterliegt
die Phosphoregulation einer strengen Kontrolle und wird durch Proteinkinasen und
-phosphatasen im Gleichgewicht gehalten (Reynhout and Janssens 2019).

Bei der Serin/Theronin-Phoshatase 2A (PP2A) handelt es sich um ein Enzym, das eine
Vielzahl von Proteinen dephosphoryliert (Dzulko et al. 2020; Fowle, Zhao, and Grana
2019). PP2A kann dadurch verschiedene zellulare Prozesse, wie Zellzyklus,
Apoptose, Stoffwechsel und Wachstum, regulieren (O'Connor et al. 2018). Im Rahmen
zahlreicher Erkrankungen kommt es zur Dysregulation dieses Enzyms. Dazu zahlen
neben Morbus Alzheimer, Autoimmunerkrankungen oder Diabetes mellitus auch
verschiedene Krebserkrankungen (Sontag and Sontag 2014; Crispin, Hedrich, and
Tsokos 2013; Kowluru and Matti 2012; Ruvolo 2016; Reynhout and Janssens 2019).
Strukturell liegt PP2A in der Regel als dimerer oder trimerer Komplex vor, welcher aus
einer strukturellen A-Untereinheit (PP2A-Aa/AB), einer katalytischen C-Untereinheit
(PP2A- Ca/CB) und einer regulatorischen B-Untereinheit (PP2A-B) besteht (s. Abb. 1).
Dadurch, dass der dimere Komplex aus A- und C-Untereinheit an eine Vielzahl von
regulatorischen Untereinheiten vom B-Typ binden kann, ist die Ausbildung
verschiedener trimerer Komplexe moglich. Innerhalb des Komplexes sind dessen
katalytische Aktivitat, die zellulare Lokalisation und die Substratselektivitat abhangig
von der Art der B-Typ-Untereinheit. Diese ist somit maf3geblich fur die Funktion des
Holoenzyms verantwortlich (Lambrecht et al. 2013; Dzulko et al. 2020; Janssens and
Goris 2001). Derzeit sind 15 verschiedene Gene bekannt, welche u. a. Uber
alternatives SpleiRen mindestens 26 verschiedene Isoformen der B-Untereinheit
codieren (Eichhorn, Creyghton, and Bernards 2009). Zu diesen Isoformen gehort auch
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PR130 (B“a1), welches sich ebenso wie PR72 (B“02) von dem Gen PPP2R3A
ableitet. Wahrend PR72 nur in Herz- und Skelettmuskelgewebe exprimiert wird, lasst
sich PR130 in verschiedenen Gewebearten nachweisen und ist an der Steuerung
tumorrelevanter Funktionen in diversen Arten von Krebszellen beteiligt (Dzulko et al.
2020).

B) Requlatorisch:
- PP2A-B
- PP2A-B’
- PP2A-B“
- PP2A-B*

— Substraterkennung

A) Strukturell:

- PP2A-Aa A
- PP2A-AB N\
— Gerustuntereinheit \ C) Katalytisch:
N\ C - PP2A-Ca
\\ - PP2A-CB
N — enzymatische Aktivitat
-

Bl" \
|
/
PP2A-B PP2A-B" PP2A-B"
- PR55 - PR48 - PR93
(a,1,B2,y,0) - PR59 -PR110
6',62,63,8,5-5) -PR70 - zinedin
-PR72
-PR130
- G5PR

Abbildung 1 Struktureller Aufbau von PP2A

Ubersicht iber den Aufbau des PP2A-Proteins mit seinen Untereinheiten PP2A-A (strukturell),
PP2A-B (regulatorisch) und PP2A-C (katalytisch) und deren Isoformen (Dzulko et al. 2020).
Modifiziert nach (Dzulko et al. 2020).

Indem PP2A die Aktivitat der primaren (ATM, ATR, DNA-PK) und sekundaren Kinasen
(CHK1, CHK2) reguliert, kann sie in die DDR eingreifen (Ramos et al. 2019).

Es wird unter anderem berichtet, dass PP2A in unbeschadigten Zellen mit ATM
interagiert und somit die Autophosphorylierung an S1981 unterdruckt (s. 1.3). Erst als
Reaktion auf DNA-Schaden dissoziieren PP2A und ATM, was die
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Autophosphorylierung von ATM und somit die Rekrutierung weiterer Substrate der
DDR erlaubt (Goodarzi et al. 2004; Kalev et al. 2012). Zudem konnten Goder et al.
zeigen, dass die Untereinheit PR130 die Phosphorylierung von ATM durch PP2A
fordert (Goder et al. 2018).

Ahnliche Effekte konnten in Bezug auf CHK1 und CHK2 registriert werden. Es wird
davon ausgegangen, dass PP2A an der Regulation von CHK1 beteiligt ist, da eine
PP2A-Hemmung in Abwesenheit von DNA-Schaden die Akkumulation von
S317/S345-phosphoryliertem CHK1 zur Folge hat (Leung-Pineda, Ryan, and Piwnica-
Worms 2006; Yan et al. 2010). Des Weiteren stellt die B*-regulatorische Untereinheit
von PP2A einen CHK2-Bindungspartner dar. DNA-DSBs fuhren zur Dissoziation
beider Proteine, wodurch eine Zunahme der ATM-abhangigen Phosphorylierung von
CHK2 an S33 und S35 ausgelost wird (Freeman, Dapic, and Monteiro 2010).
Untersuchungen an JB6-Zellen zeigten aullerdem, dass PP2A fur die
Dephosphorylierung von p53 an S15 verantwortlich ist und so den apoptotischen
Bak-p53-Signalweg hemmen kann (Qin et al. 2008).

Einen weiteren Einfluss auf die DDR hat PP2A, indem es zusammen mit yH2AX in
DNA-Schadensherden lokalisiert ist und yH2AX dephosphorylieren kann. Die
Rekrutierung von PP2A ist in diesem Fall H2AX-abhangig. Eine PP2A-Hemmung fuhrt
zu persistierenden DNA-Foci, welche neben einer ineffizienten DNA-Reparatur auch
eine erhohte Empfindlichkeit der Zellen auf DNA-Schaden zur Folge haben
(Chowdhury et al. 2005; Yan et al. 2010).

Durch die Bildung verschiedener heterotrimerer Holoenzyme ist PP2A somit in der
Lage, eine Vielzahl von zellularen Prozessen zu beeinflussen (Wlodarchak and Xing
2016). Aufgrund der Komplexitat des PP2A-Aufbaus sowie der Vielzahl an
Signalwegen, Uber welche PP2A wirkt, ist das Verstandnis Uber den genauen
Wirkmechanismus noch immer begrenzt (Kiely and Kiely 2015). Zudem sollen
Forschungsarbeiten mit Medikamenten, welche die PR130-Expression modulieren
bzw. die Aktivitat von PP2A beeinflussen, weitere krebsrelevante Eigenschaften von
PR130 aufdecken. Das kann die Grundlage zur Entwicklung einer Krebstherapie,
welche auf abnormal aktivierte PP2A-Komplexe abzielt, schaffen (Dzulko et al. 2020).
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1.5 1,10-phenanthrolin-5,6-dion (PD)

Der mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg beschreibt einen der am
haufigsten mutierten Signalkaskaden im Rahmen von Krebserkrankungen (Davies et
al. 2002; Yue et al. 2020). Auch das Pankreaskarzinom weist entsprechende
Mutationen auf, die zu einer konstitutiven Forderung des aktiven MAPK-Signalwegs
fuhren (Yue et al. 2020). Die Aktivierung des Signalwegs tragt zur Zellproliferation und
dem -Uberleben bei und fordert dadurch die Initiation und Progression des Tumors
(McCubrey et al. 2007; Yue et al. 2020). Entsprechende Mutationen betreffen unter
anderem K-RAS, dessen Mutation, wie bereits in 1.2.1 erlautert, eine entscheidende
Rolle bei der Pathogenese des Pankreaskarzinoms zu spielen scheint (Patnaik 2018;
Desterke et al. 2011; Davies et al. 2002; Muzumdar et al. 2017; Yue et al. 2020). Bisher
ist es jedoch kaum gelungen, Therapeutika zu entwickeln, die mutiertes RAS gezielt
hemmen. Zudem besteht bei der Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika
die Gefahr, dass sich Zellen durch Eintritt in eine zellulare Ruhephase deren Wirkung
entziehen (Yeh and Ramaswamy 2015; Phan and Croucher 2020). Die
pharmakologische Inhibition von PP2A soll deshalb eine neue therapeutische
Strategie zur Behandlung von Krebserkrankungen liefern, indem sie die DDR aktiviert,
ohne dabei eine zellulare Ruhephase zu erlauben (Yue et al. 2020).

Im Rahmen dieser Dissertation wird PD genutzt, um eine PP2A-Hemmung zu
erreichen und die DDR auszulésen. PD ist ein small molecule inhibitor, welcher als
Phenanthrolin-Derivat die Phosphataseaktivitdt hemmen kann (Urbanek et al. 2001)
und die spezifische Inhibition der PP2A zur Folge hat (Yue et al. 2020). Diverse Studien
stellten bereits fest, dass Phenanthrolinderivate die Zytotoxizitat in Krebszellen fordern
konnen (Pivetta et al. 2014; Deegan et al. 2006; Yue et al. 2020). Untersuchungen an
Melanomzellen konnten die folgenden Effekte von PD nachweisen und somit die
Bedeutung von PP2A fur die DNA-Schadensantwort unterstreichen: In jeder der drei
untersuchten Zelllinien hatte der Inhibitor das Auslosen der DDR durch die Aktivierung
von ATM zur Folge. Der Zelltod wurde gefordert, ohne dabei einen Zellzyklusarrest zu
erlauben (Yue et al. 2020).

Yue et al. konnten somit bereits zeigen, dass PD die Schadensantwort-Kaskade
induzieren und die Proliferation von Krebszellen stoppen kann. Diese Effekte sollen im

Rahmen der vorliegenden Arbeit an Pankreaskarzinomzellen untersucht werden.
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2 Zielsetzung

Das Pankreaskarzinom stellt nach wie vor eine der tddlichsten Krebserkrankungen
weltweit dar und weist laut RKI mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von neun Prozent
zusammen mit dem Mesentheliom die schlechteste Prognose aller
Krebserkrankungen auf (World Health Organisation: International Agency for
Research on Cancer 2020; Robert Koch Institut: Zentrum fur Krebsregisterdaten
2019a). Einen Grund fur die ungunstige Prognose stellt vor allem die oftmals spate
Diagnosestellung dar. Patienten entwickeln meist nur unspezifische Symptome,
sodass die Erkrankung meist Uber einen langeren Zeitraum unerkannt bleibt (Loveday,
Lipton, and Thomson 2019). Zudem sind die heutigen Therapieoptionen noch immer
unzureichend. Selbst nach vollstandiger Tumorresektion, welche bei lediglich 15-20 %
der Patienten noch durchgefuhrt werden kann (Oettle et al. 2018), liegt die
5-Jahres-Uberlebensrate nur bei etwa 25 % (Richter et al. 2003). Dies macht eine
stetige Weiterentwicklung von Behandlungsmoglichkeiten notwendig, weshalb sich
aktuelle Studien derzeit unter anderem intensiv mit Therapieoptionen auf Grundlage
individueller Mutationsmuster beschaftigen (Chantrill et al. 2015).

Im Rahmen dieser Dissertation soll PP2A als modgliches pharmakologisches
Zielprotein in Pankreaskarzinomzellen untersucht werden. Bei PP2A handelt es sich
um eine Serin/Threonin-Phosphatase, welche an der Regulation verschiedener
zellularer Prozesse beteiligt ist. Dazu gehdren unter anderem die Regulation von
Zellzyklus, Wachstum, Stoffwechsel und Apoptose (O'Connor et al. 2018). Zahlreiche
Krankheiten, darunter auch verschiedene Krebserkrankungen, weisen eine
Fehlregulation von PP2A auf (Chen et al. 2013). Dzulko et al. konnten den
PR130-PP2A-Komplex bereits als Schlusselprotein zur Steuerung tumorrelevanter
Funktionen in verschiedenen Krebszellarten definieren (Dzulko et al. 2020).
PP2A-Mutationen betreffen mit einem Anteil von 12 % am zweithaufigsten das
PR130-Gen PPP2R3A. Innerhalb von 11 B-Typ-Untereinheit-Mutationen konnten
PPP2R3A-Mutationen sogar am haufigsten nachgewiesen werden, was die Relevanz
dieser PP2A-Untereinheit im Rahmen maligner Geschehen zusatzlich verdeutlicht
(Sangodkar et al. 2016; Dzulko et al. 2020).

Obwohl eine Dysregulation von PR130 bereits in vielen Krebsarten nachgewiesen
werden konnte, wurde die Bedeutung von PR130 in Pankreaskarzinomzellen bisher
nicht untersucht. Diese Arbeit widmet sich daher nicht nur der Fragestellung, inwiefern

PP2A ein pharmakologisches Zielprotein in Pankreaskarzinomzellen darstellen kann,

15



sondern beschaftigt sich zudem damit, welche Bedeutung die Untereinheit PR130
dabei einnimmt.

Um PP2A gezielt anzugreifen, wurden die Zellen mit PD behandelt. PD ist ein small
molecule inhibitor von PP2A. Yue et al. konnten anhand von Melanomzellen bereits
zeigen, dass PD in der Lage ist, die DDR zu induzieren und somit die Proliferation von
Krebszellen zu stoppen (Yue et al. 2020). Diese Effekte liefern den Ausgangspunkt fur
die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Versuche und sollen nun an
Pankreaskarzinomzellen untersucht werden.

Um die Auswirkungen eines direkten PP2A-Angriffs in Pankreaskarzinomzellen zu
definieren, erfolgt zunachst die Behandlung muriner sowie humaner Krebszellen mit
verschiedenen Konzentrationen an PD. Die Effekte der Behandlung auf den Zellzyklus
sowie die Sterblichkeit der Zellen werden mittels durchflusszytometrischer Messungen
bestimmt. Zudem werden Western Blot-Analysen durchgefuhrt, um die Ergebnisse der
FACS-Messungen zu bestatigen und deren Mechanismen auf Proteinebene zu
analysieren. Der Fokus liegt dabei vor allem auf dem Nachweis ausgewahlter
Schlusselproteine der DDR. Mithilfe der beschriebenen Experimente sowie
erganzender Versuche mit den Inhibitoren Hydroxyurea (HU) und MK-1775 (MK)
sollen schlieBlich generelle Merkmale herausgearbeitet werden, welche fur die
Sensitivitat bestimmter PDAC-Zelllinien gegenuber einem PP2A-Angriff mittels PD

verantwortlich sein konnen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Absaugpumpe Vacusafe

Blottingapperatur Mini Trans-Blot®- Cell
CO2-Inkubator HeraCell 150
Durchflusszytometer FACSCalibur™
Durchflusszytometer FACSCanto™
Elektrophoresekammer

Feinwaage Basic

Gefrierschrank GNP 2713

Gefrierschrank VIP Series -86°C Ultra-Low
Temperature

GelgieRapperatur

Heizblock Thermomixer Comfort

Kahlschrank Liebherr IKB 2320 Comfort
Mikroskop Primovert

Mikroskop Rebel

Mini-Centrifuge, Tischzentrifuge

Photometer Sunrise Microplate Reader
Pipet-Lite XLS (2 pL, 20 pL, 200 pL, 1000 uL)
Pipet-X

Pipette AutoRep E

Rocking Platform

Rollenmischer RS-TR05

Ruhrplattform Variomag Mono
Sonifizier-Gerat UP2200Ht ultrasonic processor
Spannungsquelle PowerPac™ HC

Sterilbank LaminAir HB2472

Vortexer Vortex Genie 2

Waage Precisa Junior 500
Wasseraufbereitungssystem PURELAB Classic
Wasserbad AQUAIline AL 5

Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16

Hersteller
Integra

Bio-Rad

Thermo Scientific
BD Biosciences
BD Biosciences
Bio-Rad
Sartorius
Liebherr

SANYO

Bio-Rad
Eppendorf
Liebherr

Zeiss

Echo

Roth

Tecan

Rainin

Mettler Toledo
Rainin

VWR

Phoenix Instruments
Thermo Scientific
Hielscher

Bio-Rad

Thermo Scientific
Scientific Industries
Precisa

ELGA LabWater
Lauda

Li-Cor Biosciences
Thermo Scientific
Thermo Scientific
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3.1.2 Labormaterialien
Tabelle 2: Labormaterialien

Material

CELLStar® Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL,

25 mL)

CELLStar® Zellkulturflaschen (40 mL, 200 mL)
CELLStar® Zellkulturplatten (6 Well, 12 Well,

96 Well)

CELLStar® Zellkulturschalen (6 cm)
Einmal-Skalpell

Einweghandschuhe Nitrile Powder-Free
FACS-RoOhrchen

Falcon-Tubes (15 mL, 50 mL)
Filter-Pinzette

Glaswaren

Mini PROTEAN® Glass Plates
Neubauer-Zahlkammer

Nitrozellulose-Membran Amersham Protan
0,2 um NC

Pasteurpipetten

Pipette AutoRep E

Pipette Tips Pipettenspitzen (10 pL, 200 L,

1250 uL)
Safe Lock Tubes 1,5 mL
Serologische Messpipetten aus Glas

3.1.3 Software
Tabelle 3: Software

Software

CellQuest Pro™ Software
Endnote X9.3.3

FACSDiva™ Software
GraphPad Prism 8.2.0

Image Studio Lite Version 5.2.5
Microsoft Office 2020

Odyssey Software

Hersteller
Greiner Bio-one

Greiner Bio-one
Greiner Bio-one

Greiner Bio-one
Feather

Abena

Sarstedt

Greiner Bio-one
Millipore

Schott Duran
Bio-rad
Marienfeld-Superior
Germany

GE Healthcare Life

Roth
Rainin
Greiner Bio-one

Eppendorf
Hirschmann Instruments™

Hersteller

BD Biosciences
Clarivate Analytics

BD Biosciences
GraphPad Software Inc.
Li-Cor Biosciences
Microsoft

Li-Cor Biosciences

18



3.1.4 Chemikalien
Tabelle 4: Chemikalien

Chemikalie
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
Acrylamid Rotiphorese® Gel 40
Ammoniumperoxidsulfat

Annexin V

Aqua dest.

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue®
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethanol, vergallt
Ethylendiamintetraessigsaure
FACS clean

FACS flow

Glycerin

Glycin

Isopropanol

Milchpulver Blotting grade, pulv., fettarm
Natriumchlorid

NEWBIot™ Nitro Strippingbuffer
Nonidet® P40

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
PBS Dulbecco
Phosphataseinhibitor
Phosphorsaure

Propidiumiodid
Proteaseinhibitorcocktail-Tablette
RNase A

Salzsaure 37%
Sodiumdodecylsulfat
Tetramethylethylendiamin

Tris Puffer

Trypsin/EDTA

Tween®

Hersteller
Roth

Roth

Roth

Miltenyi Biotec
BRAUN
Sigma-Aldrich
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Applichem
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Li-COR Biosciences
Fluka

Thermo Scientific
Biochrom
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Gibco

Roth
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3.1.5 Puffer und Losungen
Tabelle 5: Puffer und L6sungen

Name
10 x TBS-Puffer

5 x Lammli-Puffer

6 x Probenpuffer

Annexin V Puffer (1x)

Blotpuffer

Blockpuffer

Bradford Reagenz

NET-N Lysepuffer 0,5 %

SDS-Elektrophoresepuffer

TBS-T Puffer

Zusammensetzung

20 mM Tris

1,4 M NaCl

Ad. 1 L Aqua dest.

30 g Tris

144 g Glycin

Ad. 1 L Aqua dest.

375 mM Tris, pH 6,8

12 % SDS

30 % Glycerin

500 mM DTT

0,01% Bromphenolblau

10 mM HEPES/NaOH pH 7,4
140 nM NaCl

2,5 mM CaCl2

0,1 % BSA

100 mL 5x Lammli-Puffer

200 mL Ethanol

Ad. 1 L Aqua dest.

5 %ig Milchpulver in TBS-T
0,1 % Tween

50 mg Coomassie Brilliant Blau®
25 mL Ethanol

50 mL Phosphorsaure

Ad. 500 mL Aqua dest.

100 mM NacCl

10 mM 1M Tris-HCI, pH 8

10 % Glycerin

1 mM EDTA

0,5 % NP-40
Proteaseinhibitorcocktail-Tablette
(Phosphataseinhibitor (1:100),
DTT (1:1000)): 1 Tablette/10 mL
200 mL 5x Lammli-Puffer

10 mL 10 % SDS

Ad. 1 L Aqua dest.

100 mL 10x TBS

4 mL Tween®

Ad. 1 L Aqua dest.
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3.1.6 Polyacrylamidgele
Tabelle 6: Polyacrylamidgele

Gel
7,5 %iges Trenngel (2 x 1 mm)

10 %iges Trenngel (2 x 1 mm)

15 %iges Trenngel (2 x 1 mm)

Sammelgel

3.1.7 Medium und Mediumzusatze
Tabelle 7: Medium und Mediumzusatze

Name

Dulbecco’s Modified Eagle Medium — high
glucose

Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin

Zusammensetzung
6,5 mL Aqua dest.

3 mL Tris, 1,5 M, pH 8,8
2,3 uL Acrylamid (40 %)
120 uL SDS (10 %)

60 uL APS (10 %)

6 uL TEMED

5,6 mL Aqua dest.

3 mL Tris, 1,5 M, pH 8,8
3,1 uL Acrylamid (40 %)
120 uL SDS (10 %)

60 uL APS (10 %)

6 uL TEMED

4,2 mL Aqua dest.

3 mL Tris, 1,5 M, pH 8,8
4,6 uL Acrylamid (40 %)
120 uL SDS (10 %)

60 uL APS (10 %)

6 uL TEMED

4,4 mL Aqua dest.

0,76 mL Tris, 1,5 M, pH 8,8
0,76 pL Acrylamid (40 %)
60 uL SDS (10 %)

60 uL APS (10 %)

6 uL TEMED

Hersteller
Sigma-Aldrich

Biochrom
Gibco
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3.1.8 Zelllinien
Tabelle 8: Zelllinien

Zelllinie
3250

5436

8248

8296

9591

MIA PaCa-2

MIA PaCa-2

NOXA knockout (KO)

S411

S821

W22

3.1.9 Inhibitoren
Tabelle 9: Inhibitoren

Inhibitor
1,10-phenanthrolin-
5,6-dion
Hydroxyurea

MK-1775

Kultureigenschaft Beschreibung

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Adhéarent

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren,
p53R172h-Mutation

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Humane PDAC-Zelllinie, im Jahr
1975 isoliert aus Tumorgewebe eines
65-jahrigen mannlichen Patienten
Humane PDAC-Zelllinie, im Jahr
1975 isoliert aus Tumorgewebe eines
65-jahrigen mannlichen Patienten,
CRISPR/Cas-knockdown von NOXA
Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren

Murine PDAC-Zelllinie isoliert aus
primaren Pankreastumoren,
homozygote Deletion von p53

Stockkonzentration Katalognummer Hersteller

10 mM

100 mM
1 mM

496383-1G Sigma-Aldrich

H8627 Sigma-Aldrich

S1525 Selleck
Chemicals
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3.1.10 Antikorper

3.1.10.1 Primare Antikorper

Tabelle 10: Priméare Antikorper

Antikorper
AKT

ATM
-actin
BCL-XL
CHK1
E-Cadherin
ERK 1/2
YHZAX (S5139)
HDACA1
HSP70
HSP90
N-Cadherin

p21

p53

pATM (51981)
pKAP1 (S824)
pp53 (815)
PR130
RAD51 (H92)
Vinculin

Wirt
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus
Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Verdinnung
1:1000
1:5000
1:2000
1:1000
1:1000
1:500
1:500
1:500
1:1000
1:1000
1:2000
1:500

1:1000
1:500
1:750
1:2000
1:5000
1:500
1:1000
1:1000

3.1.10.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 11: Sekundére Antikorper

Antikorper

IgG Kaninchen IRDye® 800CW

IgG Maus IRDye® 800CW

IgG Kaninchen IRDye® 680RD

IgG Maus IRDye® 680RD

Wirt

Verdinnung in

Katalognummer Hersteller
ab32505 Abcam
CS-2873 Cell Signaling
SC-47778 Santa Cruz
ab32370 Abcam
CS-2360 Cell Signaling
CS-3195 Cell Signaling
CS-9102 Cell Signaling
SC-101696 Santa Cruz
CS-34589 Cell Signaling
SC-66048 Santa Cruz
SC-13119 Santa Cruz
BD610921 BD
Biosciences
ab109199 Abcam
NCL-p53-CM5p  Novocastra
ab81292 Abcam
NB100-2350 Novus
CS-9284 Cell Signaling
NBP1-87233 Novus
SC-8349 Santa Cruz
SC-73614 Santa Cruz
Hersteller

TBS-T

Esel 1:10000
Esel 1:10000
Esel 1:10000
Esel 1:10000

Li-Cor Biosciences
Li-Cor Biosciences
Li-Cor Biosciences
Li-Cor Biosciences
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

Um Kontamination zu vermeiden und moglichst keimfreie Voraussetzungen zu
schaffen, wurden samtliche Arbeitsschritte mit Einmalhandschuhen unter einer
Sterilbank mit laminarer Stromung durchgefuhrt. Alle verwendeten Materialien wurden
zuvor durch Autoklavieren sterilisiert. Zur Desinfektion der Arbeitsflachen sowie der
verwendeten Materialien und Instrumente fand 70 %iger Ethanol Anwendung.

Die kultivierten Zelllinien wurden regelmallig auf mogliche Kontaminationen

untersucht.

3.2.1.1 Auftauen der Zellen

Die Lagerung von Zellen, die zum entsprechenden Zeitpunkt nicht fur Versuche
bendtigt wurden, fand bei -196 °C in flussigem Stickstoff statt. Zum Schutz der Zellen
vor moglichen Schaden, die durch den Gefriervorgang ausgelost werden konnen,
wurde zuvor Dimethylsulfoxid (DMSO) als Gefrierschutzsubstanz hinzugegeben.
Hierbei war zu beachten, dass DMSO bei Raumtemperatur zelltoxische Wirkungen
aufweist und die Zellen diesem somit nur fur einen moglichst kurzen Zeitraum
ausgesetzt sein sollten.

Fir den Auftauprozess selbst wurden in einem Reaktionsgefald (Greiner,
Kremsmunster) 5 mL Medium vorgelegt. Durch Zugabe einiger Milliliter des Mediums
auf die gefrorenen Zellen und anschlieBendes Aufschwemmen (Resuspendieren)
wurde ein moglichst schonendes Losen der Zellen im Medium gewahrleistet. Die
geloste Zellsuspension wurde anschliefend wieder vollstandig in das Greinerrohrchen
uberfuhrt.

Zur notwendigen Entfernung des DMSO wurden die Zellen daraufhin bei
1300 revolutions per minute (rpm) fur 5 Minuten (min) bei Raumtemperatur (RT)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt, wahrend
das entstandene Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und in eine
Kulturflasche uberfuhrt wurde.

Anschlielend wurden die Zellen mindestens sieben Tage lang in Kultur gehalten,

bevor sie fur Experimente genutzt wurden.
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3.2.1.2 Erhaltungskultur

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen im Inkubator bei einer
Temperatur von 37 °C und einer Atmosphare von 5 % CO.. Zur Uberwachung der
Kultur fand eine regelmafige Kontrolle der Zelldichte mittels Lichtmikroskop statt.

Um optimale Bedingungen fur die Aufrechterhaltung der Zellkultur zu gewahrleisten,
wurde das Medium regelmalig gewechselt und die Zellen bei einem Konfluenzgrad
von ca. 80 % gesplittet. Der Vorgang des Passagierens soll ein zu dichtes
Zellwachstum und folglich einen platzbedingten Nahrstoffmangel mit Absterben der
Zellen verhindern. Daher wurde das Splitten der Zellen etwa zwei bis drei Mal pro
Woche in einem Verhaltnis von 1:10, bzw. entsprechend der Zelldichte durchgefuhrt.
Zu diesem Zweck wurde das alte Medium zunachst mit einer Pasteurpipette abgesaugt
und der Zellrasen mit wenigen Millilitern phosphate buffered saline (PBS) gewaschen.
Da die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien adharente Eigenschaften
besitzen, war als nachster Schritt das Ablosen der Zellen vom Boden der Kulturflasche
erforderlich. Zu diesem Zweck wurden je nach Flaschengrole 1 bzw. 3 mL
Trypsin/EDTA-L6sung aufgetragen. Nach anschlieBendem Inkubieren fur wenige
Minuten wurde das vollstandige Abloésen der Zellen unter dem Lichtmikroskop
Uberpruft. Es folgte das Resuspendieren der Zellen in 4 bzw. 7 mL Medium. Je nach
Konfluenzgrad wurde schlielich eine sinnvolle Menge der Zellen in der Kulturflasche
belassen und mit frischem Medium entsprechend der FlaschengroRe aufgefullt.

Die ubrige Zellsuspension wurde entweder verworfen oder fur weitere Experimente

ausgesat.

3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat

Um die Zellen fur Versuche nutzen und mit Inhibitoren behandeln zu kdnnen, ist eine
Aussaat auf entsprechende Schalen notwendig, wobei die bendtigte Zelldichte pro
Well je nach Art des Experiments variieren kann. Wahrend sich zu dinn ausgesate
Zellen durch ein nur sehr langsames Anwachsen am Boden des Kulturgefalles
auszeichnen, kommt es bei zu dicht ausgesaten Zellen fruhzeitig zu Konfluenz und
Kontakthemmung (Gstraunthaler and Lindl 2013). Damit die Zellen in einer adaquaten
Dichte ausgesat werden konnen, ist darum eine vorherige Bestimmung der Zellzahl
erforderlich.
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Fir das Zahlen der Zellen wurden diese zunachst analog zu dem in 3.2.1.2
beschriebenen Vorgang von der Oberflache der Kulturflasche abgelost. Nach
anschlielfender Resuspension der Zellen wurden 10 yL der Zellsuspension auf eine
Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Diese ist eingeteilt in vier Quadranten, welche
wiederum in 16 quadratische Felder untergliedert sind. Die Anzahl aller Zellen in den
vier Quadranten wurde mikroskopisch bestimmt und die Zelldichte anschliel3end nach

folgender Formel berechnet:

Zellen  Anzahl der gezdhlten Zellen
mL 4

x Verdiinnungsfaktor x 10*

Formel 1: Berechnung der Zelldichte

Daraufhin konnte mithilfe der berechneten Zelldichte die fur die Aussaat bendtigte

Menge an Zellsuspension bestimmt werden.

gewlunschte Zellzahl
tatsachliche Zelldichte

benotigtes Volumen der Zellsuspension =

Formel 2: Berechnung des benétigten Volumens an Zellsuspension

Es wurde schliel3lich eine geeignete Menge an Medium im entsprechenden Well
vorgelegt, sodass diese zusammen mit der entsprechenden Menge an Zellsuspension
ein fur das genutzte Well adaquates Volumen ergibt.

3.2.1.4 Behandlung

Im Rahmen der Dissertation wurden die Zelllinien mit den Inhibitoren PD, Hydroxyurea
(HU) und MK-1775 (MK) behandelt. Zwischen Aussaat und Behandlung der Zellen
lagen mindestens 24 h.

Da PD in Pulverform vorliegt, wurde vor der Anwendung zunachst eine Stammldsung
aus 0,002 g PD in 1 mL 100 %igem Ethanol angesetzt. Die Stockkonzentration betrug
10 mM. HU lag mit einer Stockkonzentration von 100 mM vor. Dafur wurden
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0,0076 g HU in 1 mL PBS gel6st. Die MK-Stammldsung mit einer Konzentration von
1 mM wurde aus 5 mg MK und 9,988 mL DMSO angesetzt.

Abhangig von der Versuchsreihe variierten die eingesetzten Konzentrationen der
Inhibitoren. Die zu piettierenden Volumina wurden auf die verwendete Schalengrofl3e
angepasst, wobei bei Volumina von unter 2 yL eine Verdinnung (1:10, 1:100) mit

Medium angesetzt wurde.

3.2.2 Western Blot-Analyse
3.2.2.1 Ernte

Nach einer Behandlungsdauer von 24 h wurden die Zellen geerntet. Hierzu wurde
zunachst das Medium abpipettiert und in Greinerrohrchen Uberfuhrt. Nach Waschen
des Zellrasens mit 1 mL PBS und Ablosen der Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung
wurden die gelosten Zellen in den entsprechenden, bereits mit Medium gefullten
Greinerrohrchen gesammelt.

Anschlielend wurde die Zellsuspension bei 1300 rpm fur 5 min bei RT zentrifugiert
und der entstandene Uberstand mittels Vakuumpumpe abgesaugt. Das Zellpellet
wurde daraufhin mit PBS gewaschen, in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefal uberfuhrt und
bei 1300 rpm fur 5 min bei einer Temperatur von 4°C zentrifugiert.

Das PBS wurde schlie3lich abgesaugt und die Zellpellets bei -80 °C gelagert oder
lysiert.

3.2.2.2 Herstellung der Proteinlysate

Zur Proteinextraktion aus den Zellpellets wurden diese zunachst in NET-N-Lysepuffer
resuspendiert. Die Menge an verwendetem Lysepuffer richtete sich nach der Grolde
der entstandenen Zellpellets und betrug zwischen 80 und 130 L.

AnschlielRend folgte das Sonifizieren der Zellen mit zehn Pumpschlagen pro Probe
und einer Amplitude von 40 %. Daraufhin wurden die Proben bei 4 °C und 13.300 rpm
fur 25 min zentrifugiert. Der in diesem Schritt entstandene Uberstand mitsamt der
Proteine wurde nun in ein neues Eppendorf-Gefal tberfuhrt.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.
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3.2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford handelt es sich um ein photometrisches
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Proteinmenge in einer gegebenen
Losung. Sie ermdglicht das Auftragen von gleichmafRigen Proteinmengen in die
Taschen des SDS-Gels und wurde deshalb vor jeder SDS-Gelelektrophorese
durchgefuhrt, um vergleichbare Ergebnisse zu erzeugen.

Genutzt wurde dazu der Farbstoff Coomassie Birilliant Blue. Dieser zeichnet sich
dadurch aus, dass sein Absorptionsmaximum ohne gebundene Proteine bei 465 nm
liegt; bindet der Farbstoff jedoch an die Seitenketten der Aminosauren, verschiebt sich
das Absorptionsmaximum auf 595 nm (Goldring 2019). Im Rahmen dieser
Verschiebung kommt es zu einem Farbumschlag von Rot zu Blau. Das jeweilige
Absorptionsmaximum der Probe liefert somit RuckschlUsse Uber die darin enthaltene
Proteinmenge.

Fur die Bradford Proteinbestimmung wurden die Proben zunachst mit destilliertem
Wasser verdunnt und auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Um die Proteinmenge im
spateren Verlauf bestimmen zu kdnnen, wurden aufderdem BSA-Proben bekannter
Proteinkonzentration fur die Erstellung einer Eichgeraden aufgetragen. Alle Proben
wurden jeweils in Doppelbestimmung pipettiert und mit 200 yL Bradford-Reagenz
erganzt. AnschlieRend erfolgte die die Bestimmung der Absorption photometrisch.
Der Proteingehalt der Lysate konnte nun durch Vergleichen der Absorptionswerte der
Proben mit denen des Standards der errechnet werden. Entsprechend dieser Werte
wurden die Proben schlieBlich fur die folgende Gelelektrophorese angeglichen. Um
alle Proteine zuverlassig detektieren zu konnen, sollten etwa 30-40 ug Protein pro
Probe enthalten sein. Ein Sechstel des Probenvolumens wurde mit
6-fach-SDS-Probenpuffer angesetzt.

3.2.2.4 SDS-Gelelektrophorese

Bei der sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
handelt es sich um eine Labormethode, welche die Auftrennung von Proteingemischen
anhand des Molekulargewichts der Proteine ermdglicht.

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die Proteine durch die Poren der
SDS-Gelmatrix. Die GroRe der Poren ist abhangig von der verwendeten

Gelkonzentration; mit steigender Konzentration nimmt die GroRe der Poren ab. Wie
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weit sich ein Protein durch die Gelmatrix in Richtung der Anode bewegen kann, wird
zum einen durch das Molekulargewicht der Proteine, aber auch durch die GroRe der
Poren bestimmt (Matsumoto, Haniu, and Komori 2019).

Aus diesem Grund wurden die vorgefertigten Proben zunachst bei 95 °C erhitzt und
die erhaltenen Proteine somit denaturiert. Durch Anlagerung des SDS, einem
anionischen Detergens, an die denaturierten Proteine kam es zur Bildung von negativ
geladenen Komplexen, wobei die Eigenladungen der Proteine uberdeckt wurden. Die
Menge an SDS, die an ein Protein bindet, ist abhangig von der jeweiligen Grole des
Proteins und bestimmt somit die Ladung des Komplexes und dadurch wie weit dieser
im elektrischen Feld wandert (Smith 1994).

Die Anfertigung der SDS-Gele fand mindestens einen Tag vor der eigentlichen
Gelelektrophorese statt. Sowohl Sammel- als auch Trenngel wurden entsprechend der
in Tabelle 6 aufgefuhrten Zusammensetzungen hergestellt. Das Sammelgel zeichnet
sich durch groRere Poren aus und erzeugt ein Konzentrieren der Proben, wahrend das
Trenngel mit seinen kleineren Poren fur die Auftrennung der Proteine sorgt.

Nachdem die Gele in die Elektrophoreseapparatur eingebracht worden sind, wurde
diese mit SDS-Elektrophoresepuffer befullt. Anschlie®end wurden die Proben sowie
4 uL eines Markers in die Geltaschen pipettiert. Durch Anlegen einer Spannung von
95 V wurde die Elektrophorese gestartet; eine Erhdhung der Spannung auf 120 V fand
nach erfolgreicher Konzentrierung der Proben statt.

3.2.2.5 Western Blot-Analyse

Die Western Blot-Analyse dient der Bestimmung von Proteinen und deren
Molekulargewicht und basiert auf spezifischen Antigen-Antikdrper-Interaktionen. Ziel
ist es hierbei, die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran zu Ubertragen und zu immobilisieren (Hnasko and Hnasko
2015).

Die Ubertragung der Proteinbanden auf die Membran erfolgte durch Anlegen eines
elektrischen Feldes, welches senkrecht zum Gel ausgerichtet wurde. Die Stromstarke
betrug hierbei 0,15 mA pro Gel. Die Nitrozellulosemembran war wahrend des Blottings
so in die Gitterkassette eingespannt, dass der Transfer der negativ geladenen Proteine
in Richtung der Anode vom Gel auf die Membran erfolgte. Die Gitterkassette selbst
befand sich wahrenddessen in einer mit Blottingpuffer gefullten Kammer. Nach etwa
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25 h war der Prozess abgeschlossen und die Proteine im Muster der
elektrophoretischen Auftrennung durch hydrophobe Wechselwirkungen auf die
Nitrocellulosemembran transferiert.

Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulosemembran zunachst fur einige Minuten mit
TBS-T gewaschen. Anschlieend wurden freie Proteinbindungsstellen auf der
Membran durch 5 % Trockenmilch/TBS-T fur 1 h bei RT geblockt. Die Inkubation im
Primarantikorper erfolgte Uber Nacht auf einem Taumel-Rollenmischer bei 4 °C. Am
darauffolgenden Tag wurde ein erneuter Waschvorgang mit TBS-T durchgefuhrt. Die
Membranen wurden nun dreimal fur jeweils 10 min gewaschen, um ungebundene
Primarantikorper zu entfernen. Anschlieend erfolgte fur 2 h bei RT die Inkubation der
Membranen im Sekundarantikorper, welcher aufgrund seiner Fluoreszenzmarkierung
fur die spatere Detektion der Proteine notwendig ist. Nach drei weiteren
Waschvorgangen mit TBS-T fur jeweils 10 min in abgedunkelten Waschschalen
wurden die Proteinbanden mithilfe des Odyssey®-Infrared Imaging Systems detektiert.

3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Technologie der Durchflusszytometrie ermoglicht eine multiparametrische
Untersuchung von Zellen in einer Losung durch die Anwendung von Laserstrahlung.
Einzelne Zellen oder Partikel werden analysiert, indem sie einen oder mehrere
Laserstrahlen passieren (McKinnon 2018). Zuvor ist es wichtig, die Zellen im System
durch hydrodynamische Fokussierung so zu trennen, dass der Laser jede Zelle einzeln
mit einer konstanten Menge an Licht anregen kann (Buscher 2019). Die Zellen werden
im Rahmen der durchflusszytometrischen Messung zum einen auf sichtbare
Lichtstreuung, aber auch auf Lichtsignale hin untersucht.

Die Streuung des sichtbaren Lichts findet abhangig von der relativen Grole der Zelle
(fordward scatter, FSC) und deren Granularitat (side scatter, SCC) statt (McKinnon
2018). Trifft der Laserstrahl auf die Zelle, kommt es zu einer Brechung des Laserlichts,
wobei die Intensitat des gebrochenen Lichts direkt proportional zum Volumen der Zelle
ist. Der Detektor fur das Vorwartsstreulicht liegt hierbei direkt in einer Linie mit dem
Laserstrahl. Der die Seitwartsstreuung messende Lichtsensor hingegen ist im
90°-Winkel zum Anregungslaserstrahl platziert. Es besteht auch hier eine direkte
Proportionalitat von der gestreuten Lichtmenge zur Granularitat der Zelle (Delude
2005).
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Mithilfe von bestimmten Antikdrpern, Rezeptoren oder Streptavidin kdnnen Proben
floureszenzmarkiert werden und somit durch die Erzeugung von fluoreszierenden
Lichtsignalen Auskunft Uber gewisse Eigenschaften der Zellen liefern
(Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz 2020). Durch den
Laserstrahl wird der Farbstoff angeregt und das emittierte Licht kann mithilfe eines
Sensors detektiert werden (Delude 2005).

Die durchflusszytometrischen Messungen im Rahmen dieser Dissertation wurden am
FACS Calibur durchgefuhrt. Aufgrund kurzzeitiger technischer Stoérungen fanden
einzelne Messungen am FACS Canto |l statt.

3.2.3.1 Analyse der Zellzyklusverteilung (SubG1-Messung)

Mithilfe der Durchflusszytometrie kann der DNA-Gehalt einer Zelle bestimmt werden.
Dies dient zum einen der Analyse der Zellverteilung in den Hauptphasen des
Zellzyklus, zum anderen kann der Anteil an apoptotischen Zellen mit fraktionierter DNA
auf diese Weise ermittelt werden (Darzynkiewicz, Huang, and Zhao 2017).

Zur Farbung der Zelle findet der Nukleinsaureninterkalator Propidiumiodid (PI)
Anwendung. Da PI sehr basisch ist, kann es gut in den sauren Zellkern eindringen und
sich dort an die DNA der Zelle anlagern. Der fluoreszierende Farbstoff wird durch den
Laserstrahl angeregt, wobei die Intensitat der Fluoreszenz direkt proportional zum
DNA-Gehalt der jeweiligen Zelle ist. Nachdem die Zelle wahrend der G1-Phase noch
einen einfachen Chromosomensatz (2n) besitzt, kommt es im Rahmen der S-Phase
zur DNA-Replikation, weshalb die DNA in der G2-Phase als doppelter
Chromosomensatz (4n) vorliegt. Die SubG1-Phase ist charakterisiert durch das
Auftreten von apoptotischen Zellen mit fragmentierter DNA (Gstraunthaler and Lindl
2013).

Im Rahmen der SubG1-Messung erfolgte die Aussaat der Zellen auf 6-Well-Platten.
Nach Ablosen der Zellen wurde die gesamte Zellsuspension in FACS-ROhrchen
uberfuhrt. Anschliel3end erfolgte die Zentrifugation der Zellsuspension fur 5 min bei
1300 rpm. Der entstandene Uberstand wurde mittels Vakuumpumpe abgesaugt und
die entstandenen Zellpellets mit jeweils 1 mL PBS gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 1300 rpm fiir 5 min wurde nochmals der Uberstand verworfen und

die Zellpellets in 100 yL PBS resuspendiert.
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Um dem Farbstoff Zugang zur DNA im Zellkern zu ermdglichen, wurden die Zellen
anschlieBend unter Vortexen mit 2 mL eiskaltem 80 %igem Ethanol fixiert und
permeabilisiert (Darzynkiewicz, Huang, and Zhao 2017). Es folgte die Lagerung der
Zellen Uber Nacht bei -20 °C.

Am nachsten Tag wurden die Proben nochmals bei 1300 rpm fur 5 min zentrifugiert
und das Ethanol verworfen. AnschlieBend wurde das entstandene Zellpellet in
330 pL RNase-Losung (0,1 mg/mL in PBS) resuspendiert. Dieser Schritt ist notwendig,
da PI nicht nur mit der DNA einer Zelle, sondern auch mit deren RNA interkaliert. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurde die Farbung mit 165 uL PI (50 pg/mL
in PBS) pro Probe durchgefuhrt und die Proben durchflusszytometrisch gemessen.

3.2.3.2 Bestimmung der Apoptoserate

Uber Veradnderungen in der Membranintegritdt und -permeabilitdt kénnen durch
Doppelfarbungen mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) die Anteile an apoptotischen
sowie nekrotischen Zellen in einer Population bestimmt werden (Rieger et al. 2011).
Annexin V, welches an das Fluorophor Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt ist,
wird genutzt, um die Menge an apoptotischen Zellen ermitteln zu konnen. Sobald
Zellen apoptotisch werden, kommt es zu einer Translokation des Phospholipids
Phosphatidylserin (PS) von der inneren auf die aul3ere Seite der Plasmamembran. PS
befindet sich somit auf der Zelloberflache und Annexin V, welches eine hohe Affinitat
zu PS aufweist, kann an dieses binden. Diese Eigenschaft kann zur Identifizierung von
apoptotischen Zellen in einer Population genutzt werden (Kabakov and Gabai 2018).
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Annexin V sowohl bei apoptotischen als auch
nekrotischen Populationsanteilen zu detektieren ist.

Zur weiteren Unterscheidung zwischen fruh apoptotischen Zellen und nektrotischen
Zellen wird deshalb der in Nukleinsauren interkalierende Farbstoff Pl angewendet.
Wahrend apoptotische Zellen eine noch intakte Plasmamembran besitzen, ist die
Membran nekrotischer Zellen fur Pl durchlassig. Pl kann somit mit der
doppelstrangigen DNA der Zelle interkalieren (Kabakov and Gabai 2018). Aufgrund
dessen ist mithilfe dieser Methode eine Einteilung in vitale (FITC-/PI-), apoptotische
(FITC+/PI-), und nekrotische (FITS+/PI+) Zellen einer Population moglich (Vermes et
al. 1995).
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Die notwendigen Arbeitsschritte liefen bis zur zweiten Zentrifugation analog zur
SubG1-Messung ab (vgl. 3.2.3.1). Im Anschluss an das Absaugen des
PBS-Uberstandes wurde unter Lichtausschluss die Farbung mit jeweils
2,5 pL Annexin V + 50 pL Bindepuffer pro Probe durchgefihrt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei RT folgte schlieBlich die PIl-Farbung mit je
10 uL PI + 430 pL Bindepuffer pro Probe. Unmittelbar darauf fand die

durchflusszytometrische Messung statt.
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4 Ergebnisse

Eine Dysregulation von PP2A ist ein im Rahmen von Krebserkrankungen haufig
beobachtetes Phanomen, weshalb PP2A-gerichtete Therapiekonzepte immer weiter
in den Fokus aktueller Forschung racken (O'Connor et al. 2018).

Im Rahmen dieser Dissertation soll die pharmakologische Bedeutung von PP2A in
Pankreaskarzinomzellen untersucht werden. Dafur wurden verschiedene murine
sowie humane PDAC-Zelllinien mit den Inhibitoren PD, HU und MK behandelt und
deren Effekte mittels durchflusszytometrischer Messungen sowie Western Blot-
Analysen ermittelt.

Wenn durch die Behandlung eine Gesamtapoptose von nahezu 100 % erreicht wurde,
erfolgte im Rahmen der Annexin-Messungen zudem die Bestimmung des jeweiligen
ICs0-Werts des Inhibitors. Dieser gibt an, welche Konzentration eines Inhibitors
bendtigt wird, um die Enzymaktivitat um die Halfte zu reduzieren (Georgakis et al.
2020). Die statistischen Signifikanzen wurden zur Einschatzung der vorliegenden
Ergebnisse mithilfe des Programms GraphPad Prism 8 bestimmt. Sie beziehen sich
stets auf den Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle (con). Ein Stern (*) bedeutet
dabei signifikant, zwei Sterne (**) sehr signifikant, drei Sterne (***) hoch signifikant und

vier Sterne (****) sehr hoch signifikant.

4.1 Konzentrationsabhangige Effekte einer PD-Behandlung auf
murine PDAC-Zellen

4.1.1 Einfluss einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate muriner
PDAC-Zellen

Um zu untersuchen, wie sich eine Behandlung mit PD auf die Apoptoserate
verschiedener muriner PDAC-Zelllinien auswirkt, wurden die Zellen fur 24 bzw. 48 h
mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors behandelt und die Effekte nach
Annexin/Pl-Farbung durchflusszytometrisch gemessen. Diese Versuchsreihe diente
zudem der Ermittlung der fur eine effektive Behandlung bendtigten Dosis, welche fur
die Durchfuhrung spaterer Experimente erforderlich war.
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4.1.1.1 Einfluss einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate der
murinen PDAC-Zelllinien 9591 und 3250

In Bezug auf die oben genannte Fragestellung erfolgte zunachst die Behandlung der
Zelllinien 9591 und 3250 mit Konzentrationen von 1, 2, 3, 5und 10 yM PD. Die Farbung
der Proben sowie die anschlieRende durchflusszytometrische Messung zur
Bestimmung der Apoptoserate erfolgten 24 h bzw. 48 h nach der Behandlung. Die
Ergebnisse der FACS-Analyse sind in Abb. 2 dargestellt.
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Abbildung 2: PD-induzierte Zelltoxizitat der Zelllinien 9591 und 3259 nach 24 h und 48 h
Die Graphen zeigen die Messergebnisse der PD-Behandlung. Gezeigt sind die Kontrollen (con)
und die Behandlungen mit 1, 2, 3, 5 und 10 yM PD. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur.
Two way ANOVA; p < 0,05; MW aus n = 3-6 + SD, Bonferroni’'s multiple comparison test;
*p <0,05; * p <0,01; ** p <0,001; **** p < 0,0001. Die Signifikanz sowie die ICso-Werte wurde
mittels GraphPad Prism 8 berechnet.

Nach Behandlung mit PD konnte in beiden Zelllinien ein dosisabhangiger Anstieg an
apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. Vergleicht man die Intensitat der
Zunahme, fallt auf, dass die Einzelbehandlung bei den 9591-Zellen insgesamt einen
deutlich flacheren Anstieg der Apoptoserate zur Folge hat als bei den 3250-Zellen. So
fuhrt selbst eine Behandlung mit der verwendeten Hochstdosis von 10 uM PD lediglich
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zu einer Zunahme an apoptotischen Zellen von ca. 15 % in der Kontrolle auf ca. 33 %.
Erst bei dieser Dosis ist eine signifikante (* p < 0,05) Zunahme an Zellen in der
Frihapoptose zu registrieren.

Die 3250-Zellen zeigen bereits bei einer Behandlung mit 1 yM PD einen leichten
Anstieg an apoptotischen Zellen, welcher mit zunehmender Dosis immer deutlicher
wird. So steigt die prozentuelle Gesamtapoptose von ca. 11 % in der Kontrolle auf
etwa 21 % (1 yM PD), 32 % (2 uM PD), 51 % (3 uM PD), 77 % (5 uM PD) bzw. 97 %
(10 uM PD). Zudem zeigen sich signifikante Veranderungen in Bezug auf den Anteil
der Zellen in der spaten Apoptose ab einer Dosis von 3 uM PD. Wahrend dieser Anteil
in der Kontrolle etwa 9 % betragt, steigt er bei der genannten Dosis auf ca. 33 %
(** p <0,01). Durch Erh6hung der Konzentration nimmt der Anteil weiter auf ca. 64 %
(5 uM PD; **** p < 0,0001) bzw. 89 % (10 uM PD; **** p < 0,0001) zu.

Analog zu den 24 h-Werten verzeichnet die 9591-Zelllinie auch nach 48 h geringere
Apoptoseraten als die 3250-Zellen. Ein deutlicher Anstieg der Apoptoserate lasst sich
erst bei einer Konzentration von 10 yM PD beobachten. Bei dieser Dosis befinden sich
etwa 53 % der Gesamtpopulation in Apoptose. Sowohl in Bezug auf die Zellen in der
frihen als auch in der spaten Apoptose lassen sich bei der genannten Konzentration
sehr hoch signifikante (**** p < 0,0001) Veranderungen feststellen.

In Bezug auf die 3250-Zellen lasst sich bereits ab einer Dosis von 1 uM PD eine sehr
signifikante (** p < 0,01) Zunahme der Zellen in der frihen Apoptose nachweisen.
Verglichen mit der Kontrolle kommt es bei der genannten Konzentration zu einer
Zunahme der Frihapoptose von ca. 2 % auf ca. 14 %, die Gesamtapoptose steigt von
ca. 13 % auf ca. 23 %. Eine Behandlung mit 2 uM PD sorgt fur eine Sterblichkeit von
ca. 84 % und liefert sehr hoch signifikante (**** p < 0,0001) Ergebnisse in Bezug auf
den Anteil an Zellen in der Frih- und Spatapoptose. Ab einer Konzentration von 3 yM
PD befinden sich schlieBlich insgesamt Uber 96% der Zellen in Apoptose. Die
Zunahmen der Zellen in der fruhen Apoptose sind auch hier statistisch als sehr hoch
signifikant (**** p < 0,0001) einzuordnen.

Insgesamt fallt auf, dass sich bei beiden Zelllinien die Uberwiegende Mehrheit der toten
Zellen in der Spatapoptose befindet. Eine Ausnahme bildet lediglich die 3250-Zelllinie
nach einer Behandlung mit 1 yM PD fur 48 h.

Far die Zelllinie 3250 konnten zudem die ICso-Werte ermittelt werden. Wahrend nach
24 h bei einer Konzentration von etwa 3,129 uM PD die Halfte der Zellen apoptotisch
ist, liegt der ICso-Wert nach 48 h auf ca. 1,530 uM.
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Zusammengefasst zeigt dieses Experiment, dass die 3250-Zellen im Gegensatz zu
den 9591-Zellen bereits bei geringen Konzentrationen einen Anstieg der Apoptoserate
verzeichnen, weshalb die 3250-Zellen als sensitiv, die 9591-Zellen hingegen als
resistent gegenuber PD einzuordnen sind.

4.1.1.2 Einfluss einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate der
murinen PDAC-Zelllinie 5436

Entsprechend des oben beschriebenen Versuchsaufbaus wurde dieses Experiment
anschliellend mit der p53-mutierten Zelllinie 5436 durchgefuhrt. Diese weisen die in
Tumoren haufig auftretende p53R172H-Mutation auf, welche das Wachstum von
Krebszellen fordert (Schafer et al. 2017; Schneider et al. 2010). Die Ergebnisse der
Messung sind in Abb. 3 dargestellt.
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Abbildung 3: PD-induzierte Zelltoxizitat der Zelllinie 5436 nach 24 h und 48 h

Die Graphen zeigen die Messergebnisse der PD-Behandlung. Gezeigt sind die Kontrollen (con)
und die Behandlungen mit 1, 2, 3, 5 und 10 yM PD. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur.
Two way ANOVA,; p < 0,05; MW aus n = 3 + SD, Bonferroni’s multiple comparison test; * p < 0,05;
** p <0,01; ™ p < 0,001; *** p < 0,0001. Die Signifikanz wurde mittels GraphPad Prism 8
berechnet.

Die Zellen zeigen nach 24 h, ahnlich wie die 9591-Zellen, erst bei der Behandlung mit
10 pM PD signifikante Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle. Die
Gesamtapoptose steigt von ca. 18 % (con) auf ca. 44 % (10 uM PD) und es kommt zu
einer hoch signifikanten (** p < 0,001) Zunahme an Zellen in der spaten Apoptose von
ca. 13 % (con) auf ca. 31 % (10 uM PD). Nach 48 h Iasst sich bei einer Behandlung
mit 5 yM PD eine sehr signifikante (** p < 0,01) Zunahme an Zellen in der frihen

Apoptose registrieren. Insgesamt verursachen Inhibitorkonzentrationen von 1 bis 5 yM
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allerdings Apoptoseraten, die die der unbehandelten Zellen kaum Ubersteigen. Erst
die Behandlung mit 10 uM PD bewirkt eine deutliche Zunahme an apoptotischen Zellen
auf insgesamt ca. 58 %. Bei der genannten Dosis lassen sich zudem eine sehr hoch
signifikante (**** p < 0,0001) Zunahme an Zellen in der Frih- sowie eine signifikante
(* p < 0,05) Zunahme an Zellen in der Spatapopose registrieren.

Wahrend sich die Mehrheit der Zellen nach 24 h unabhangig von der genutzten Dosis
in der Spatapoptose befindet, gilt dies nach 48 h nur fur die mit maximal 3 yM PD
behandelten Zellen. Hohere Dosen hingegen sorgen dafur, dass sich die Zellen
uberwiegend in der Frihapoptose befinden.

Die Reaktion der 5436-Zelllinie sind somit mit der der 9591-Zellen zu vergleichen,

weshalb diese Zelllinie ebenfalls als unempfindlich gegenuber PD einzuordnen ist.

4.1.1.3 Einfluss einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate der
murinen PDAC-Zelllinie W22

Ferner wurden die Effekte von PD auf die Zelllinie W22, welche eine homozygote
Deletion von p53 aufweist, getestet (Schneider et al. 2010). Anhand dieser Zellen soll
somit zusatzlich Uberpruft werden, ob p53 ein fur den Zelltod durch PD essentielles
Protein darstellt. Die PD-induzierte Zytotoxizitat wurde 24 h nach der Behandlung

gemessen.
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Abbildung 4: PD-induzierte Zelltoxizitat der Zelllinie W22 nach 24 h

Die Graphen zeigen die Messergebnisse der PD-Behandlung. Gezeigt sind die Kontrollen (con)
und die Behandlungen mit 1, 2, 3, 5 und 10 yM PD. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur.
Two way ANOVA,; p < 0,05; MW aus n = 3 + SD, Bonferroni’s multiple comparison test; * p < 0,05;
**p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001. Die Signifikanz sowie die 1Cso-Werte wurde mittels
GraphPad Prism 8 berechnet.
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Die in Abb. 4 aufgefihrten Ergebnisse zeigen einen kontinuierlichen Anstieg an
apoptotischen Zellen mit steigender Inhibitorkonzentration. Ausgehend von der
Kontrolle, welche eine Hintergrundapoptose von ca. 8 % aufweist, nimmt die
Apoptoserate mit Werten von etwa 14 % (1 uyM PD), 26 % (2 uM PD), 36 % (3 uM PD),
76 % (5 uM PD) bzw. 86 % (10 uM PD) stetig zu. Konzentrationen von 5 und 10 yM
PD generieren dabei eine sehr hoch signifikante (**** p < 0,0001) Zunahme an Zellen
in der fruhen Apoptose.

Auffallig ist zudem, dass sich die Mehrheit der apoptotischen W22-Zellen in der
Frihapoptose befindet.

Der 1Cso-Wert des Inhibitors ergab, dass bei einer Konzentration von etwa
3,208 uM PD die Halfte der Zelllpopulation apoptotisch ist, was in etwa dem Wert der
3250-Zellen nach 24 h entspricht.

Es wird somit insgesamt deutlich, dass trotz der p53-Mutation dieser Zelllinie bereits
geringe Konzentrationen ausreichen, um einen Anstieg der Apoptoserate

hervorzurufen. Die Zellen reagieren sensitiv gegenuber PD.

4.1.2 Bestimmung der Zellzyklusverteilung nach PD-Behandlung
muriner PDAC-Zellen

Es konnte bisher gezeigt werden, dass die beiden murinen Zelllinien 9591 und 3250
mit unterschiedlicher Empfindlichkeit auf eine Behandlung mit PD reagieren
(s. 4.1.1.1). Auf Basis dieser Erkenntnis wurde der Einfluss der Behandlung auf die
Zellzyklusverteilung durchflusszytometrisch gemessen. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen erneut fur 24 h bzw. 48 h mit Konzentrationen zwischen 1 und 10 yM PD
behandelt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb. 5 dargestellt.

Die Zellzyklusanalyse der 9591-Zellen zeigt nach 24 h mit steigender Dosis eine
deutliche Abnahme der G1-Population. Diese sinkt von ca. 58 % in der Kontrolle auf
ca. 33 % nach einer Behandlung mit 10 uM PD. Gleichzeitig kommt es durch die
Behandlung zu einer Zunahme der G2-Population von ca. 22 % (con) auf
ca. 42 % (10 uM PD). Der durch die Behandlung generierte Anteil an Zellen in SubG1
liegt auch nach 10 uM PD bei lediglich ca. 2 %.

Ahnliche Resultate konnten auch nach einer Behandlungsdauer von 48 h erzielt
werden. Die PD-Behandlung hat erneut eine Abnahme der G1-Population von
ca. 64 % in der Kontrolle auf ca. 32 % nach der Behandlung mit 10 yM PD zur Folge.
Die Zunahme der G2-Population hingegen fallt nach 48 h weniger deutlich aus als
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nach 24 h. So fuhrt die Behandlung mit 10 yM PD lediglich zu einem Anteil von
ca. 23 % der Zellen in G2, wahrend dieser in der Kontrolle ca. 19 % betragt. Zudem
lasst sich bei der genannten Dosis eine SubG1-Population von ca. 14 % verzeichnen,
geringere Konzentrationen hingegen generieren keine SubG1-Fraktion.
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Abbildung 5: PD-induzierte Zellzyklusverteilung der Zelllinien 9591 und 3250 nach 24 und
48 h
Die Graphen zeigen die Messergebnisse der PD-Behandlung. Gezeigt sind die Kontrollen (con)
und die Behandlungen mit 1, 2, 3, 5 und 10 yM PD. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur.
(n=3)

In Bezug auf die 3250-Zelllinie fallen die Resultate weniger eindeutig aus. Bei der
Analyse der 24 h-Messung unterscheidet sich die Zellzyklusanalyse nach 10 uM PD
nur um wenige Prozentpunkte von der Kontrolle. So kommt es zwar durch die
Behandlung mit 1 yM PD zunachst zu einer leichten Zunahme der G2-Fraktion von
ca. 35 % (con) auf ca. 40 %, steigende Konzentrationen kehren diesen Effekt

allerdings wieder um.
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Ebenso wenig lasst sich nach 48 h ein eindeutiges Muster in der Wirkung auf den
Zellzyklus feststellen. Nachdem bei der Behandlung mit 1 yM PD zunachst eine
Abnahme der G1-Fraktion von ca. 40 % (con) auf ca. 29 % zu verzeichnen ist, nimmt
der prozentuale Anteil an Zellen in der G1-Phase bei steigender Dosis erneut zu. Zwar
kommt es insgesamt zu einer leichten Zunahme der SubG1-Population auf bis zu ca.
13 %, die Anteile der ubrigen Zellzyklusphasen unterscheiden sich jedoch erneut nur
um wenige Prozentpunkte von der Kontrolle.

Es ist somit festzuhalten, dass der untersuchte Inhibitor in Bezug auf die weniger
PD-sensitive 9591-Zelllinie eine generelle Zunahme an Zellen in der G2-Phase und
somit eindeutige Veranderungen auf den Zellzyklus hervorruft. Die PD-sensitiven
3250-Zellen hingegen zeigen kein derart eindeutiges Muster. Nachdem nach einer
Behandlungsdauer von 24 h ebenfalls zunachst ein leichter G2-Block zu registrieren

ist, wird dieser mit steigenden Konzentrationen wieder aufgehoben.

4.1.3 Western Blot-Analyse zur Analyse konzentrationsabhangiger
Effekte einer PD-Behandlung muriner PDAC-Zellen

Die Ergebnisse aus 4.1.1 konnten bereits zeigen, dass murine PDAC-Zellen abhangig
von der jeweiligen Zelllinie grundsatzlich sensitiv gegenuber PD reagieren konnen. Um
die durch die PD-Behandlung hervorgerufenen Effekte auf Proteinebene nun genauer
untersuchen zu konnen, wurden Western Blot-Analysen der Dosisreihen durchgefuhrt.
Die in 4.1.1 und 4.1.2 erzielten Ergebnisse sollten dadurch bestatigt und deren
Mechanismus genauer analysiert werden. Dabei wurde der Fokus insbesondere auf
Schlusselproteine der DDR (s. 1.3) gelegt.

Veranderungen der Bandenintensitat innerhalb dieser sowie aller folgenden Western
Blots wurden visuell eingeschatzt. Um geringe Unterschiede genauer beurteilen zu
konnen, wurden einzelne Proteinbanden zudem mit Hilfe des Programms Image
Studio Lite ausgemessen. Zur Quantifizierung wurde die jeweilige Intensitat der Bande
zunachst mit der entsprechenden Ladekontrolle ins Verhaltnis gesetzt, wobei die
Ladekontrolle auf 1 normiert wurde. Um die einzelnen Werte untereinander
vergleichen zu konnen, wurden diese anschlieRend mit der Kontrolle des Versuchs ins
Verhaltnis gesetzt.

Alle in den Abbildungen aufgeflihrten Proteinnamen entsprechen der englischen

Schreibweise.
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4.1.3.1 Western Blot-Analyse zur Analyse konzentrationsabhangiger
Effekte einer PD-Behandlung der murinen PDAC-Zelllinien 9591 und
3250

Um die Auswirkungen der PD-Behandlung genauer zu untersuchen, wurden die
Zelllinien 9591 und 3250 fur 24 h mit den in 4.1 aufgefuhrten Konzentrationen
behandelt. Beim Auftragen der Proben auf die SDS-Gele wurde bei der 3250-Zelllinie
auf die 10 pM PD-Probe verzichtet, da diese nach der Behandlung keinen
ausreichenden Proteingehalt aufwies. Dies lasst sich damit begrinden, dass bei dieser
Konzentration nahezu die gesamte Zellpopulation apoptotisch ist (s. 4.1.1.1). Die
Ergebnisse der Western Blot-Analyse sind in Abb. 6 dargestellt.

Vergleicht man zunachst die PR130-Level beider Zelllinien, fallt auf, dass die
9591-Zellen basal einen deutlich geringeren Gehalt an PR130 aufweisen als die
3250-Zellen. Zudem ist bei dieser Zelllinie erst bei der Behandlung mit 10 yuM PD eine
leichte Intensitatsabnahme der PR130-Bande zu registrieren. Das PR130-Level der
3250-Zellen hingegen nimmt schon ab einer Konzentration von 1 yM PD kontinuierlich
ab.

Um die Zelllinien genauer klassifizieren zu konnen, erfolgte auRerdem der Nachweis
von E-Cadherin. Cadherine sind essenziell fur die Embryonalentwicklung sowie die
Homoostase des adulten Gewebes, wobei E-Cadherin im Speziellen dem epithelialen
Phanotyp zuzuordnen ist (Mendonsa, Na, and Gumbiner 2018). Es dient im Rahmen
dieser Arbeit daher als Nachweis fur Zelllinien epithelialen Ursprungs. Wahrend
E-Cadherin bei der 9591-Zelllinie in jeder Probe nachgewiesen werden konnte, blieb
dieser Nachweis bei den 3250-Zellen aus. Es ist somit davon auszugehen, dass die
9591-Zelllinie epithelialen, die 3250-Zelllinie hingegen mesenchymalen Ursprungs ist.
Des Weiteren wurden Veranderungen in den Proteinen der DDR analysiert.

Die ATM-Bande in der Kontrolle der 9591-Zellen ist zunachst nur sehr schwach
erkennbar, nimmt im Laufe der Behandlung jedoch an Intensitat zu. Im Vergleich dazu
weisen die 3250-Zellen ein deutlich hoheres ATM-Grundlevel auf. Durch die
Behandlung kommt es hier zu einer kontinuierlichen Abnahme der ATM-Expression.
Als Reaktion auf DNA-Schaden kann KAP1 durch ATM direkt phosphoryliert werden
(White et al. 2012). Das fuhrt zur Derepression von KAP1-Zielgenen, die an der
Forderung von Zellzyklusstillstand und Apoptose beteiligt sind (lyengar and Farnham
2011). Eine leichte Aktivierung von pKAP1 ist bei den 9591-Zellen erstmals bei einer
Behandlung mit 5 uM PD zu registrieren. Wird die Konzentration auf 10 uM PD erhoht,
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verstarkt sich das Signal zusatzlich. 3250-Zellen hingegen zeigen schon bei 1 yM PD
eine deutliche Aktivierung. Die Bandenintensitat nimmt mit steigender
PD-Konzentration kontinuierlich zu und fallt insgesamt hoher aus als bei den
9591-Zellen.
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Abbildung 6: Western Blot-Analyse der Zelllinien 3250 und 9591 nach 24 h Behandlung mit
PD

Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle dienten HSP90 und Vinculin. (n=2)

Ein weiteres Zielprotein von ATM stellt H2AX dar (s. 1.3). Sowohl die 9591- als auch
die 3250-Zellen zeigen im Laufe der Behandlung eine kontinuierliche Zunahme des
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Schadensmarkers yH2AX, wobei sich diese bei 3250 intensiver darstellt. Wahrend die
9591-Zelllinie eine Phosphorylierung von H2AX erst ab einer Konzentration von 3 uM
PD aufweist, wird das Signal bei der 3250-Zelllinie bereits bei 1 yM PD vergleichsweise
deutlich starker induziert.

Ebenfalls eine entscheidende Rolle im Rahmen der DDR spielt CHK1 (s. 1.3). Im
Vergleich zur Kontrolle kommt es bei der 9591-Zelllinie zu keiner Veranderung der
CHK1-Bandenintesitat, wahrend die 3250-Zelllinie eine klare Abnahme von CHK1
durch PD verzeichnet.

Nach seiner Aktivierung sorgt CHK1 unter anderem fur die Rekrutierung von RAD51
(s. 1.3). RADS51 ist essenziell fur die Reparatur von Doppelstrangbrichen, da es im
Rahmen der HR den Strangtransfer zwischen der gebrochenen DNA-Sequenz und
dem als Vorlage dienenden Schwesterchromatid katalysiert (Thacker 2005). Trotz der
PD-Behandlung zeigt RAD51 bei den 9591-Zellen keine Veranderung. Bei der 3250-
Zelllinie kommt es hingegen zu einer Abnahme der Bandenintensitat, welche
insbesondere ab einer Behandlung mit 3 yM PD zu verzeichnen ist.

Als Reaktion auf DNA-Schadigung kommt es aul3erdem zur Aktivierung von p53
(s. 1.3). Das fuhrt zu steigenden p53-Leveln und p53 kann so als Transkriptionsfaktor
Gene regulieren, deren Produkte Zellzyklusarrest, Apoptose und DNA-Reparatur
fordern (Lakin and Jackson 1999). Vergleicht man die p53-Grundlevel beider Zelllinien,
fallt auf, dass das der 9591-Zelllinie deutlich geringer ausfallt. Zudem sorgt die PD-
Behandlung hier mit steigender Dosis nur fur eine leichte Zunahme der p53-
Gesamtmenge. Bei der 3250-Zelllinie fallt die durch die Behandlung hervorgerufene
Induktion des p53-Signals vergleichsweise deutlich starker aus.

Aktiviertes p53 ist in der Lage, den Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitor (CKI) p21 zu
aktivieren, wodurch Zellzyklusstillstand, Seneszenz oder Apoptose vermittelt werden
konnen (Georgakilas, Martin, and Bonner 2017). Im Western Blot fallt auf, dass die
9591-Zelllinie in der Kontrolle kaum p21 exprimiert, es jedoch mit steigender Dosis zu
einer Zunahme an p21 kommt. Das p21-Level der 3250-Zelllinie hingegen ist bereits
in der Kontrolle vergleichsweise hoch und weist mit steigender Konzentration keine
weitere Induktion des Signals auf.

Des Weiteren wurde das Verhalten des Hitzeschockprotein 70 (HSP70) als Reaktion
auf die PD-Behandlung untersucht. Hitzeschockproteine stellen im Allgemeinen ein
Abwehrsystem dar, indem sie als molekulare Chaperone an Proteinfaltungs- und
-rickfaltungsprozessen beteiligt sind und die Beseitigung alter und geschadigter
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Zellen unterstutzen (Kumar et al. 2016). Eine deutliche Aktivierung von HSP70 lasst
sich bei den 9591-Zellen erst bei der Behandlung mit einer Konzentration von
10 uM PD feststellen. Die 3250-Zellen hingegen zeigen schon bei der Behandlung mit
2 uM eine leichte Aktivierung von HSP70, welche sich mit zunehmender Dosis
kontinuierlich steigert.

Die Daten der vorliegenden Western Blot-Analyse zeigen somit, dass die 3250-Zellen
im Vergleich zu den 9591-Zellen insgesamt deutlich fruher und starker mit der
Aktivierung von DDR-Schlusselproteinen auf die PD-Behandlung reagieren. Dies
bestatigt die in 4.1.1.1 bereits beschriebene hohere Sensitivitat der 3250-Zellen
gegenuber PD.

4.1.3.2 Western Blot-Analyse zur Analyse konzentrationsabhangiger
Effekte einer PD-Behandlung der murinen PDAC-Zelllinie 5436

Um die p53-mutierte Zelllinie 5436 genauer zu charakterisieren und Aufschluss Uber
die Relevanz des Proteins p53 im Rahmen der PD-Behandlung zu erhalten, wurde
eine Western Blot-Analyse der Dosisreihe mit Konzentrationen zwischen 1 und
10 uM PD angefertigt. Die Behandlungsdauer betrug dabei 24 h.

Die in Abb. 7 dargestellten Ergebnisse zeigen, PR130 im Laufe der PD-Behandlung
nur leicht abnimmt und die Abnahme erst bei der verwendeten Hochstdosis von
10 uM PD deutlich wird.

Zur weiteren Charakterisierung der Zelllinie konnte E-Cadherin in allen sechs Proben
nachgewiesen werden, wodurch die Zuordnung zu einer Zelllinie epithelialen
Ursprungs belegt wird (s. 4.1.1.1).

In Bezug auf die Proteine der DDR konnten zum einen ATM (s. 1.3) und CHK1
(s. 4.1.1.1) nachgewiesen werden. Es lieBen sich keine durch die Behandlung
hervorgerufenen Veranderungen in der Bandenintensitat verglichen mit der Kontrolle
feststellen. Phosphoryliertes KAP1 hingegen, welches ebenfalls ein Protein der DDR
darstellt (s. 4.1.1.1), wird durch die Behandlung deutlich aktiviert. Eine leichte
Zunahme der Bandenintensitat tritt erstmals bei einer Konzentration von 5 uM auf und
fallt bei 10 uM PD schlie3lich wesentlich intensiver aus. Phosphoryliertes H2AX verhalt
sich ahnlich, auch hier lasst sich eine Aktivierung durch die Behandlung verzeichnen,
wobei sich diese ebenfalls erst bei einer Dosis von 10 uM PD intensiv darstellt. RAD51
zeigt als weiteres Protein der Schadensantwort (s. 1.3, 4.1.3.1) ebenfalls nur eine sehr
geringe Zunahme im Laufe der PD-Behandlung. Da es sich bei den 5436-Zellen, wie
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bereits erwahnt, um eine p53-mutierte Zelllinie handelt, war die p53-Detektion von
grolRem Interesse. Bereits in der Kontrolle ist eine starke Expression von p53
nachzuweisen, welche im Laufe der Behandlung konstant erhalten bleibt. Auffallig ist
zudem, dass trotz der dauerhaften Aktivierung von p53 die Aktivierung von p21 als
direktes p53-Targetprotein (s. 4.1.3.1) ausbleibt.

5436

PD [uM] - 1 2 3 5 10

a [T e SO PR BB 5o <0,

PR130 |_ — —— — . -_,.I-130kDa
et [ O SO e B B 100 o
AKT [ a—— e e~ ~— | 70KDa

T R [y S——— —— O [ s C

E-cadherin | S s  a—  S— p— a— 130 kDa
L e — LY

RADS1 | S —— — w—. 35 04

R-actin |——- — — — — -I- 40kDa
p53 |_————_|- 55kDa
p21 | - F 25kDa

o [ e e e ] 1510

T2 R S — — — —— s
P

HSP90 I-——ih—d«—d—-b—o—}mm@a

Abbildung 7: Western Blot-Analyse der Zelllinie 5436 nach 24 h Behandlung mit PD
Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle dienten HSP90 und R-actin. (n=1)
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Des Weiteren erfolgte der Nachweis von HSP70. Dessen Aktivierung wird ab einer
Konzentration von 5 yM PD deutlich und steigerte sich bei Erhéhung der Dosis auf
10 uM PD merklich.

Zudem wurden die Proteine V-akt murine thymoma viral oncogene homolog (AKT),
extracellular signal-regulated kinase (ERK) und B-cell lymphoma-extra large (BCL-XL)
detektiert.

Bei AKT handelt es sich um eine Serin/Threonin-Kinase, welche durch diverse
Wachstumsfaktoren, Entzindungen und DNA-Schaden aktiviert wird. Durch
Phosphorylierung wird die katalytische Aktivitat von AKT stimuliert und pAKT kann
Proteine beeinflussen, welche unter anderem Funktionen wie Zellproliferation,
Migration, Stoffwechsel und Angiogenese vermitteln und auf das Uberleben der Zelle
konzentriert sind (Revathidevi and Munirajan 2019; Song et al. 2019; Cantley 2002).
Der RAS/RAF/ERK-Signalweg ist an der Regulation diverser Zellfunktionen beteiligt.
So kann die ERK-Aktivitat verschiedene antiproliferative Ereignisse wie Apoptose,
Autophagie und Seneszenz fordert.

Bei BCL-XL handelt es sich um ein mitochondriales anti-apoptotisches Protein der
BCL-2-Familie. Seine anti-apoptotische Funktion erhdlt es, indem es die
Oligomerisierung der pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK verhindert, die
Freisetzung von Cytochrom c reduziert und die Caspase-Aktivitat reguliert (Park and
Jonas 2017).

Alle der drei oben genannten Proteine zeigen im Laufe der PD-Behandlung keine
Veranderung in ihrer Bandenintensitat.

Damit Iasst sich festhalten, dass ein Groldteil der untersuchten Proteine durch PD
keine oder nur wenig Anderung in inrem Aktivitatsstatus verzeichnet. Vereinzelt zeigen
sich Veranderungen auf Proteinebene bei hdheren Konzentrationen von 5 bzw. 10 yM.
Dies unterstutzt die in 4.2 bereits aufgefuhrte Annahme, dass die 5436-Zellen relativ
unempfindlich gegentber PD reagieren. In Bezug auf die p53-Mutation konnte zudem
erkannt werden, dass sich diese in einer dauerhaften Aktivierung von p53 aulert.
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4.1.3.3 Western Blot-Analyse zur Analyse konzentrationsabhangiger
Effekte einer PD-Behandlung der murinen PDAC-Zelllinie W22
Nachdem in 4.1.3.2 bereits die Auswirkungen einer p53-Mutation auf die
PD-Behandlung genauer analysiert wurden, soll der folgende Versuch u. a. Aufschluss
uber die Folgen einer vollstandigen p53-Deletion geben. Fur die Western Blot-Analyse
der p53-negativen Zelllinie W22 wurden die Zellen fir 24h mit Konzentrationen von
1, 2, 3 und 5 yM PD behandelt.
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Abbildung 8: Western Blot-Analyse der Zelllinie W22 nach 24 h Behandlung mit PD
Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle diente HSP90. (n=2)
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Betrachtet man den PR130-Status, fallt auf, dass PR130 in der Kontrolle stark
exprimiert wird und durch die PD-Behandlung bereits ab einer Konzentration von 1 yM
kontinuierlich abnimmit.

Um identifizieren zu konnen, ob es sich bei W22 um Zellen epithelialen oder
mesenchymalen Ursprungs handelt, wurde E-Cadherin getestet. Da dieser Nachweis
ausblieb, kann hier von einer mesenchymalen Zelllinie ausgegangen werden.

Zudem erfolgte die Detektion diverser Schlusselproteine der DDR. ATM st in der
Kontrolle kaum nachweisbar, zeigt durch die Behandlung allerdings eine deutliche
Zunahme. Als Zielprotein von ATM weist pKAP1 ein ahnliches Muster auf und stellt
sich erst ab einer Behandlung mit 3 bzw. 5 yM PD zunehmend intensiver dar. Ebenso
lasst sich yH2AX, ein weiteres Targetprotein von ATM, in der Kontrolle kaum
detektieren, zeigt jedoch mit steigender Dosis eine Induktion des Signals. Des
Weiteren erfolgte der Nachweis von CHK1 und RAD51. Beide Proteine lassen sich
bereits in der Kontrolle nachweisen und zeigen durch die PD-Behandlung keine
Veranderungen in ihrer Bandenintensitat.

Bezlglich der AKT-Expression ist nach intensivem Nachweis in der Kontrolle eine
Abnahme durch die PD-Behandlung zu verzeichnen. Auch ERK ist in allen Proben
detektierbar und zeigt keine Anderungen in seiner Bandenintensitat hervorgerufen
durch die PD-Behandlung. Bezuglich BCL-XL fallt ein leichter Ruckgang der Banden
bei der Behandlung mit 5 yM PD auf.

Die durch die PD-Behandlung hervorgerufenen Effekte auf die untersuchten Proteine
fallen somit insgesamt eher gering aus und bestatigen die Resistenz der Zelllinie

gegenuber dem Inhibitor.

4.2 Morphologische Unterschiede muriner PDAC-Zellen

Im Folgenden wurden digitalmikroskopische Aufnahmen der 9591- und 3250-Zellen
angefertigt, um morphologische Unterschiede zwischen beiden Zelllinien analysieren
zu konnen. Aullerdem wurde aus den Ergebnissen der Dosisreihe (s. 4.1.1)
geschlussfolgert, dass eine Behandlung mit 10 uM PD fir 24 h sinnvoll ist, um zudem
die Auswirkungen der Behandlung auf das Erscheinungsbild beider Zelllinien

festzuhalten. Die Aufnahmen sind in Abb. 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Digitalmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien 9591 (oben) und 3250 (unten)
Gezeigt sind die unbehandelten (links) und mit 10 yM PD behandelten (rechts) Zellen. Die
Aufnahmen wurden mit dem Echo Rebel Mikroskop angefertigt.

Die unbehandelten 9591-Zellen stellen sich groftenteils in kompakten Formen mit klar
vom Cytoplasma abgrenzbarem Zellkern dar. Dieser nimmt in der Regel einen Grofteil
der Zelle ein. Auffallig ist zudem, dass die Zellen sich in dichten, klar definierten
Zellnestern mit teils spitzen Auslaufern zusammenfinden.

Nach der PD-Behandlung wirkt das Cytoplasma deutlich aufgequollener und der
Zellkern nimmt verhaltnismafRig weniger Platz in der Zelle ein. Das fuhrt dazu, dass
die Zellnester im Vergleich zur Kontrolle weniger dicht erscheinen. Vereinzelt lassen
sich zudem rundliche, im Medium schwimmende Zellen nachweisen.

Die 3250-Zellen hingegen zeichnen sich in der Kontrolle durch einen langlichen,
spindelférmigen Aufbau mit teils spitzen Auslaufern aus. Im Gegensatz zur
9591-Zelllinie finden sich die 3250-Zellen nicht in dichten, klar abgrenzbaren
Zellnestern, sondern in vergleichsweise lockeren Zellverbanden zusammen.

Die PD-Behandlung hat ein Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zur

Folge. Morphologisch stellen diese sich nun deutlich kleiner und rundlich dar.
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4.3 PD-induzierte Zelltoxizitat muriner PDAC-Zellen in Abhangigkeit
von der Behandlungsdauer

Nachdem in 4.1 bereits ausfuhrlich auf die konzentrationsabhangigen Effekte einer
PD-Behandlung eingegangen wurde, soll im Folgenden die Sterblichkeit der Zellen in
Abhangigkeit zur Behandlungsdauer bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde eine
Zeitreihe mit den in Abb. 10 aufgefuhrten Zeitwerten erhoben und die Apoptoseraten
der Zellen anschlielRend durchflusszytometrisch bestimmt. Die Versuche aus 4.1.1
konnten zeigen, dass eine Inhibitorkonzentration von 10 yM eine geeignete Dosis fur
eine effektive Behandlung darstellt. Diese Konzentration wurde daher fur die
Behandlung der Zellen im Rahmen dieses Experiments gewahlt. Die Ergebnisse des

Versuchs sind in Abb. 10 dargestellt.
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Abbildung 10: PD-induzierte Zelltoxizitit der Zelllinien 9591 (oben) und 3250 (unten) in
Abhéangigkeit von der Behandlungsdauer

Gezeigt sind die Kontrollen (con) und die Behandlungen mit 10 uM PD Uber einen Zeitraum von
1, 3, 6, 8, 12 und 24 h. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur. Two way ANOVA; p < 0,05;
MW aus n = 2 + SD, Bonferroni’s multiple comparison test; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;
**** p < 0,0001. Die Signifikanz wurde mittels GraphPad Prism 8 berechnet.
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Die Daten bestatigen die in 4.1.1.1 bereits demonstrierten Unterschiede in der
Sensitivitat beider Zelllinien gegenuber PD. Die 9591-Zellen zeigen keinen
zeitabhangigen Anstieg der zellularen Sterberate. Zwar lasst sich durch die
Behandlung eine generelle Zunahme der Apoptoserate registrieren, diese verlauft
jedoch nicht linear. Vielmehr steigt die Apoptoserate bereits 1 h nach Behandlung von
ca. 13 % in der Kontrolle auf ca. 24 %, zeigt dann mit zunehmenden Zeitwerten
Schwankungen zwischen etwa 21 % und 34 %, und erreicht nach 24 h schliel3lich
einen Wert von ca. 30 %.

Die 3250-Zellen hingegen weisen eine deutliche zeitabhangige Steigerung der
Apoptoserate auf. Ab einer Behandlungsdauer von 6 h lassen sich hoch (*** p < 0,001)
bzw. sehr hoch signifikante (**** p < 0,0001) Zunahmen von Zellen in der spaten
Apoptose beobachten. Auch diese Zelllinie zeigt bereits nach 1 h einen Anstieg von
ca. 8 % in der Kontrolle auf ca. 20 %. Mit steigenden Zeitwerten wachst der Anteil der
Zellen in Apoptose stetig, sodass dieser nach 8 h etwa 67 % erreicht hat und nach
24 h schlieB3lich ca. 98 % betragt. Analog zu den Beobachtungen aus Versuch 4.1
befindet sich auch hier bei beiden Zelllinien die Mehrheit der apoptotischen Zellen in
der Spatapoptose. So betragt der Anteil der 3250-Zellen in der Fruhapotose nach
24 h lediglich 16 %.

4.4 Reaktion verschiedener muriner PDAC-Zelllinien auf PD im
Vergleich

Der folgende Versuch soll eine vergleichende Ubersicht Uber die Reaktionen
verschiedener muriner PDAC-Zelllinien auf eine Behandlung mit PD liefern. Anhand
der Western Blot-Analysen aus 4.1.3 wurde die Behandlung mit 2 yM PD fur 24 h als
fur den Versuch sinnvoll erachtet, da sensitive Zelllinien bei dieser Dosis bereits eine
Aktivierung diverser DDR-Proteine aufweisen, bei resistenten Zelllinien hingegen noch
keine Effekte hervorgerufen werden.

Die Durchfihrung dieses Experiments fand in Zusammenarbeit mit statt.
Mithilfe der Erkenntnisse vorangegangener Forschungsarbeit konnten die Zelllinien
zunachst in C1- und C2-Cluster eingeteilt werden. Dabei zeichnen sich die C1-Cluster-
Zellen dadurch aus, dass sie mesenchymalen Ursprungs, die C2-Cluster-Zellen
hingegen epithelialen Ursprung sind. Zum C1-Cluster gehoren neben der Zelllinie 3250
die Zelllinien S411 sowie 8248. Dem C2-Cluster sind die Zelllinien 9591, S821 und
8296 zuzuordnen. Zudem angegeben ist die durch eine Behandlung mit 2 yM PD
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hervorgerufene Gesamtapoptose der Zelllinien, welche mittels entsprechender

durchflusszytometrischer Messungen zuvor ermittelt wurde.
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Abbildung 11: Western Blot-Analyse der Zelllinien S411, 8248, 3250, S821, 8296 und 9591
nach 24 h Behandlung mit PD

Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle diente HSP90. Zusatzlich angegeben ist die prozentuale
Gesamtapoptose nach Behandlung mit 2 uM PD. Die Daten der Zelllinien S411, 8248, S821 und
8248 wurden von zur Verfigung gestellt. (n=2)

Die prozentualen Werte der Gesamtapoptose zeigen, dass PD in Bezug auf die
mesenchymalen C1-Cluster-Zellen insgesamt hohere Apoptoseraten verursacht als
bei den epithelialen C2-Cluster-Zellen. Mit einer Empfindlichkeit von 23,4 % weisen
die 8248-Zellen innerhalb des C1-Clusters die niedrigste Empfindlichkeit gegenlber
PD auf. Die S411- und 3250-Zellen zeigen Werte von 33,4 % und 32,1 % und reagieren
demnach mit etwa der gleichen Sensitivitdt auf den Inhibitor. Innerhalb des
C2-Clusters weist die S821-Zelllinie mit einer Gesamtapoptose von 17,9 % die
hochste, die 8296-Zelllinie mit einem Wert von 9,5% die niedrigste Empfindlichkeit
gegenulber PD auf.
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In Bezug auf PR130 wird aulerdem deutlich, dass dieses Protein bei den
C1-Cluster-Zelllinien deutlich starker exprimiert wird als bei den C2-Cluster-Zelllinien.
Zudem lasst sich bei den mesenchymalen Zelllinien durch die PD-Behandlung eine
deutliche Abnahme der PR130-Bande im Vergleich zur Kontrolle verzeichnen,
wahrend die Intensitat der Banden bei den epithelialen Zelllinien etwa gleich bleibt.
Es erfolgte aulRerdem der Nachweis der DDR-Proteine pKAP1 und p53. Diese zeigen
bei den Zelllinien S411 und 3250 eine deutliche Aktivierung durch die Behandlung; bei
den Ubrigen Zelllinien ist keine Veranderung im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen.
HSP70 wird durch PD in den C1-Cluster-Zelllinien deutlich aktiviert. Es fallt weiter auf,
dass die 8248- und die 3250-Zellen bereits in der Kontrolle eine leichte Aktivierung von
HSP70 zeigen. In Bezug auf die C2-Cluster-Zelllinien 16st PD keine Veranderungen in
der Bandintensitat aus.

Zudem wurde das anti-apoptotische Protein BCL-XL (s. 4.1.3.2) detektiert. Es kann
ebenfalls vorwiegend in allen Proben der C2-Cluster-Zelllinien nachgewiesen werden.
Exprimiert wird es aullerdem in der Kontrollprobe der 8248-Zelllinie, wobei die
PD-Behandlung eine leichte Abnahme des Signals zur Folge hat.

Analog zu den Ergebnissen aus 4.1.3 lassen sich somit generelle Unterschiede in der
Reaktion mesenchymaler und epithelialer PDAC-Zellen feststellen. Dabei fallt auf,
dass sich die 8248-Zellen, welche innerhalb des C1-Clusters die geringste
Gesamtapoptose aufweisen, in Bezug auf die DDR-Aktivierung und die
BCL-XL-Expression ein ahnliches Verhalten wie die Zellen des C2-Clusters aufweisen.

4.5 Konzentrationsabhangige Effekte einer PD-Behandlung auf
humane PDAC-Zellen

4.5.1 Einfluss einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate der
humanen Zelllinie MIA PaCa-2

Nachdem in 4.1 die Effekte von PD auf murine PDAC-Zellen getestet wurden, wurde
im Folgenden untersucht, ob auch humane PDAC-Zellen auf den Inhibitor reagieren.
Es wurde daher eine Dosisreihe mit Konzentrationen von 1 yM, 3 yM und 5 uM PD
angefertigt und die Sterblichkeit der Zellen nach 24 bzw. 48 h durchflusszytometrisch
gemessen. Als humane Zelllinie wurde MIA PaCa-2 untersucht, wobei der Versuch
sowohl an MIA PaCa-2-Wildtyp- als auch an MIA PaCa-2 NOXA KO-Zellen
durchgefuhrt wurde. Bei NOXA handelt es sich um ein Protein der BCL-2-Familie, das
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mit Proteinen des Apoptosewegs interagiert und Uber p53-abhangige sowie
-unabhangige Wege eine pro-apoptotische Wirkung besitzt (Morsi et al. 2018).
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Abbildung 12: PD-induzierte Zelltoxizitat der Zelllinien MIA PaCa-2 und MIA PaCa-2 NOXA
KO nach 24 h und 48 h

Die Graphen zeigen die Messergebnisse der PD-Behandlung. Gezeigt sind die Kontrollen (con)
und die Behandlungen mit 1, 3 und 5 yM PD. Die Messungen erfolgten am FACS Calibur.
Vereinzelte Messungen fanden am FACS Canto |l statt. Two way ANOVA; p < 0,05; MW aus
n = 3 + SD, Bonferroni’s multiple comparison test; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p <
0,0001. Die Signifikanz wurde mittels GraphPad Prism 8 berechnet.

Beide Zelllinien zeigen sowohl nach 24 als auch nach 48 h einen Anstieg des
prozentualen Anteils der apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle, wobei sich
statistisch signifikante Ergebnisse in Bezug auf den Anteil der Zellen in der frihen bzw.
spaten Apoptose ab einer Konzentration von 3 uM PD registrieren lassen.

So weisen die Wildtyp-Zellen nach 24 h ab einer Behandlung mit 3 yM PD eine
deutliche Zunahme der Apoptoserate von ca. 13 % (con) auf ca. 37 % (3 uM PD) auf.
Durch die Erhdhung der Dosis auf 5 yM wachst der prozentuale Anteil der Zellen in
Apoptose weiter auf etwa 49 %. Auch nach einer Behandlungsdauer von 48 h lasst
sich eine konzentrationsabhangige Steigerung der Sterblichkeit feststellen. Wahrend
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sie bei einer Konzentration von 1 yM PD etwa 24 % betragt, erreicht sie durch eine
Dosiserhohung auf 5 uM PD einen Wert von ca. 69 %.

Analog zeigt die NOXA KO-Zelllinie ebenfalls sowohl nach 24 h als auch nach 48 h
eine dosisabhangigen Zunahme der Apoptoserate. Diese steigt nach 24 h von
ca. 10 % (con) auf ca. 21 % (1 uM PD), 38 % (3 uM PD) bzw. 47 % (5 uM PD). Nach
48 h lassen sich Zunahmen auf ca. 23 % (1 yM PD), 74 % (3 yM PD) bzw. 80 %
(5 uM PD) verzeichnen. Die Apoptoserate der NOXA KO-Zelllinie Ubersteigt somit
nach einer Behandlung mit der Hochstdosis von 5 uM PD fur 48 h die des Wildtyps um
etwa 11 %.

Auffallig ist aulerdem, dass sich bei der genannten Konzentration die Mehrheit der
Wildtypzellen in der Fruhapoptose befindet, wahrend die NOXA KO-Zelllinie einen
vergleichsweise deutlich hoheren Anteil an Zellen in der spaten Apoptose aufweist.
Es ist somit festzuhalten, dass auch humane Zelllinien sensitiv gegenuber PD
reagieren konnen. Wahrend sich beide Zellinien dabei in nach einer
Behandlungsdauer von 24 h in ihrer Reaktion kaum unterscheiden, weisen die
NOXA KO-Zellen nach 48 h vergleichsweise etwas hohere Apoptoseraten auf als der
Wildtyp.

4.5.2 Western Blot-Analyse zur Analyse konzentrationsabhangiger
Effekte einer PD-Behandlung humaner PDAC-Zelllinien

Zur Darstellung moglicher Unterschiede in den durch die PD-Behandlung auf
Proteinebene hervorgerufenen Effekten zwischen MIA PaCa-2 Wildtyp- und
MIA PaCa-2 NOXA KO-Zelllinie, wurde zudem eine entsprechende
Western Blot-Analyse durchgefuhrt. Beide Zelllinien wurden daftr mit Konzentrationen
von 1, 3 und 5 yM PD fur 24 h behandelt. Die Ergebnisse der Messung sind in
Abb. 13 aufgefluhrt.

In Bezug auf den PR130-Status beider Zelllinien fallt auf, dass die Wildtyp-Zellen ein
um das 2,4-fach geringere PR130-Grundlevel aufweisen als die NOXA KO-Zelllinie.
Der Wildtyp zeigt zudem keine durch die PD-Behandlung hervorgerufene Abnahme
der Bandenintensitat, wahrend bei der NOXA KO-Zelllinie ab 5 uM PD ein Ruckgang
des Signals zu registrieren ist.
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Abbildung 13: Western Blot-Analyse der Zelllinien MIA PaCa-2 und MIA PaCa-2 NOXA KO
nach 24 h Behandlung mit PD

Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle dienten HSP90, Vinculin und R-actin. Die Quantifizierung der

Proteinbanden erfolgte mittels Image Studio Lite. (n=2)

Zur weiteren Charakterisierung der Zelllinien erfolgte zudem der Nachweis von
N-Cadherin in allen acht Proben. Im Gegensatz zu E-Cadherin, welches von
epithelialen Zellen exprimiert wird (s. 4.1.3.1), kann N-Cadherin als Nachweis fur
Zellen mesenchymalen Ursprungs gesehen werden (Rai and Ahmed 2019).
Hinsichtlich der DDR erfolgte auRerdem die Detektion von ATM sowie pATM.
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Vergleicht man das ATM-Grundlevel beider Zelllinien, fallt dieses beim Wildtyp etwas
hoher aus. Ausgelost durch die PD-Behandlung kommt es dann bei beiden Zelllinien
zu einer minimalen Intensitatsabnahme der ATM-Bande.

Auch in Bezug auf die phosphorylierte Form von ATM zeigt sich die Bande in der
Kontrolle merklich intensiver als bei den NOXA KO-Zellen. Wahrend Konzentrationen
von 3 und 5 uM fur eine starke Phosphorylierung von ATM bei den MIA PaCa-2-Zellen
sorgen, weist die NOXA KO-Zelllinie schon bei der Behandlung mit 1 yM PD eine
Aktivierung auf, welche sich mit zunehmender Dosis steigert. Insgesamt fallt die
Induktion des Signals bei den Wildtyp-Zellen allerdings deutlich intensiver aus.

Die Western Blot-Analyse zeigte aullerdem, dass die Behandlung bei beiden Zelllinien
eine Aktivierung von YyH2AX zur Folge hat. Diese setzt bei den Wildtyp-Zellen bereits
nach 1 yM PD ein, bei der NOXA KO-Zelllinie in vergleichbarem Ausmal} hingegen
erst bei 3 yM PD. Nach einer Behandlung mit 5 uM PD unterscheidet sich die Intensitat
der yH2AX-Bande beider Zelllinien nicht mehr.

Die p53-Expression zeigt im Laufe der PD-Behandlung kaum Veranderungen.
Lediglich zeigt die NOXA KO-Zelllinie eine leichte Abnahme der Bandenintensitat bei
der Behandlung mit 5 yM PD. Durch die Phosphorylierung von p53 an S15 als
Reaktion auf DNA-Schaden kann p53 aktiviert werden (Canman et al. 1998) und seine
Funktion als Transkriptionsfaktor aufnehmen (Lakin and Jackson 1999).
Phosphoryliertes (p)p53 (S15) weist in beiden Zelllinien ein vergleichbares Verhalten
auf. In der Kontrolle noch kaum detektierbar, initiiert bereits die Behandlung mit 1 yM
PD die Induktion eines Signals, welches mit steigender Dosis zunehmend verstarkt
wird. Bei Erhdhung der Konzentration von 3 auf 5 uM ist keine weitere Verstarkung der
Bande zu registrieren, nachdem diese sich bereits bei 3 uM sehr intensiv darstellt.

In Bezug auf das Hitzeschockprotein HSP70 fallt auf, dass dieses bereits in der
Kontrolle der NOXA KO-Zellen eine deutliche Aktivierung zeigt, wahrend es in den
Wildtyp-Zellen kaum aktiviert ist. Das HSP70-Level der NOXA KO-Zelllinie ist dabei
um das 4,6-fach hoher als das des Wildtyps. Ausgelost durch die PD-Behandlung
nimmt HSP70 zwar sowohl bei den Wildtyp- als auch den NOXA KO-Zellen zu, diese
Zunahme fallt beim Wildtyp allerdings insgesamt schwacher aus. Diese Beobachtung
kann durch die Quantifizierung der Proteinbanden zusatzlich verdeutlicht werden.
Beide Zelllinien zeigen somit eine deutliche Aktivierung von DDR-Proteinen, wodurch
die in 4.5.1 aufgefuhrten Ergebnisse, welche eine hohe Empfindlichkeit der Zellen
gegenuber PD zeigen, unterstutzt werden.
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4.6 Reaktion verschiedener muriner PDAC-Zelllinien auf
Replikationsstress im Vergleich

Nachdem die vorangegangen Versuche aus 4.1 bis 4.4 deutliche Unterschiede in der
Empfindlichkeit verschiedener muriner PDAC-Zellen gegenuber PD zeigen konnten,
sollte im Folgenden untersucht werden, ob diese Unterschiede auf generellen
Defekten der sensitiven Zelllinien beruhen.

In Zusammenarbeit mit wurden die in 4.4 bereits aufgefluhrten
PDAC-Zelllinien mit den Inhibitoren HU und MK behandelt. Beide Inhibitoren sind in
der Lage Uber jeweils verschiedene Wege replikativen Stress zu verursachen (Vesela
et al. 2017; Ha et al. 2020)

Ziel war es daher zu analysieren, ob sich generelle Unterschiede in der Reaktion von
C1- und C2-Cluster-Zelllinien auf den durch die Behandlungen ausgelosten
Replikationsstress identifizieren lassen.

4.6.1 Effekte einer Behandlung mit Hydroxyurea auf murine PDAC-
Zelllinien

Um die Effekte einer Behandlung mit Hydroxyurea (HU) auf Pankreaskarzinomzellen
mit den Effekten der PD-Behandlung vergleichen und mdgliche Unterschiede
zwischen C1- und C2-Cluster-Zellen definieren zu kdnnen, erfolgte die Behandlung
der Zelllinien mit 1 mM HU Uber einen Zeitraum von 24 h.

HU beeinflusst die Ribonukleotidreduktase, welche die Umwandlung von
Ribonukleotiden zu Desoxyribonukleotiden katalysiert (Elford 1968; Adams and
Lindsay 1967; Timson 1975; Boyd and Neldner 1991). Das Enzym
Ribonukleotidreduktase besteht aus einer M1 und einer M2-Untereinheit, wobei die
enzymatische Aktivitat wahrscheinlich von dem zellularen M2-Level abhangig ist
(Engstrom et al. 1985; Boyd and Neldner 1991). HU kann nun an das M2-Protein
binden und dieses inaktivieren, was den Tod von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus
zur Folge hat (Boyd and Neldner 1991).
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Abbildung 14: Western Blot-Analyse der Zelllinien S411, 8248, 3250, S821, 8296 und 9591
nach 24 h Behandlung mit HU

Die oben aufgefiihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle dienten Vinculin und HSP90. (n=2)

Die Western Blot-Analyse zeigt, dass pKAP1 ausnahmslos in allen sechs
aufgetragenen Zelllinien durch die Behandlung deutlich aktiviert wird. Die Intensitat der
Signalinduktion fallt bei den Zelllinien 8248 und S821 am starksten aus.

In Bezug auf yH2AX ist ebenfalls in allen Zelllinien eine deutliche Aktivierung durch
HU zu verzeichnen. Diese unterscheidet sich innerhalb der Zelllinien in ihrer Intensitat
kaum. Lediglich zeigen die 8248- sowie die 3250-Zellen bereits in der Kontrolle eine
etwas starkere Phosphorylierung verglichen mit den anderen vier Zelllinien.

P53 wird ebenfalls durch die HU-Behandlung aktiviert. Dies zeigt sich vor allem bei
den C1-Cluster Zelllinien, wahrend die C2-Cluster-Zellen keine Aktivierung von p53 im

Vergleich zur Kontrolle aufweisen.

4.6.2 Effekte einer Behandlung mit MK-1775 auf murine PDAC-
Zelllinien

Zudem wurden die Auswirkungen einer Behandlung mit 500 nM MK fur 24 h auf die
verschiedenen Zelllinien untersucht.

Bei MK-1775 (MK) handelt es sich um einen selektiven small molecule inhibitor von
WEE"1 (Hirai et al. 2009; Hirai et al. 2010). WEE1 ist eine Tyrosinkinase, welche vor
allem dafiir bekannt ist, den G2/M-Ubergang im Zellzyklus zu regulieren. Dies

geschieht, indem WEE1 eine inhibitorische Phosphatgruppe auf den CDK1/Cyclin-B-
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Komplex, welcher den Eintritt in die Mitose vermittelt, Gbertragt (Elbaek, Petrosius, and
Sorensen 2020). MK ist in der Lage, die WEE1-vermittelte Phosphorylierung des
CDK1/Cyclin-B-Komplexes zu reduzieren (Rajeshkumar et al. 2011). Es kommt zur
Aufhebung des G2/M-Kontrollpunktes (Duan et al. 2018) und Krebszellen mit
geschadigter DNA werden dazu gezwungen, vorzeitig in die Mitose einzutreten. Dies
fuhrt zu einer mitotischen Katastrophe und hat letztendlich den Zelltod zur Folge (De
Witt Hamer et al. 2011; Ebeid, Ho, and Salem 2017).

S411 8248 3250 S821 8296 9591

MK 500 nM -+ -+ - + -+ - + - +

apt |G G s  em  ee @] 130402

Vinculin |---—-—-—-———|-130kDa

p53 I-—----?'--’.~—--|’ 55kDa

yH2AX | = ====—— -— -}~15kDa

HSP30 [—_——--———-~--{'100k08

Abbildung 15: Western Blot-Analyse der Zelllinien S411, 8248, 3250, S821, 8296 und 9591
nach 24 h Behandlung mit MK

Die oben aufgeflhrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle dienten Vinculin und HSP90. (n=2)

Auch eine Behandlung mit MK hat in allen sechs aufgetragenen Zelllinien die
Phosphorylierung von KAP1 zur Folge. Am starksten fallt die Aktivierung bei der C1-
Cluster-Zelllinie S411 aus, am schwachsten hingegen bei den Zelllinien 3250 sowie
8296.

YH2AX wird durch MK ebenfalls in allen Zelllinien aktiviert. Analog zu den
Beobachtungen aus 4.6.1 sind die basalen yH2AX-Level der Zelllinien 8248 und 3250
erneut vergleichsweise leicht erhoht.

In Bezug auf p53 fuhrt die Behandlung in allen Zelllinien zu einer leicht verstarkten
Expression im Vergleich zur Kontrolle.
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5 Diskussion

5.1 Mesenchymale Zelllinien erhalten mehr PR130 und sind PD-
sensitiv

Diese Arbeit konnte aufzeigen, dass verschiedene murine PDAC-Zellen mit
unterschiedlichen Empfindlichkeiten auf PD reagieren (s. Abb. 2, Abb. 3, Abb. 4).
Exemplarisch kann dieses Phanomen zunachst durch den Vergleich der beiden
Zelllinien 9591 und 3250 dargestellt werden. Wahrend die 9591-Zellen nach 24 h erst
bei der Behandlung mit der Hochstdosis von 10 uM PD einen deutlichen Anstieg der
Apoptoserate auf unter 50 % verzeichnen, weisen die 3250-Zellen eine
dosisabhangige Zunahme an apoptotischen Zellen auf, welche nach der Behandlung
mit 10 uM PD nahezu 100 % betragt. Nach 48 h stellt sich dieser Unterschied noch
wesentlich deutlicher dar.

Mithilfe der entsprechenden Western Blot-Analysen konnen grundlegende
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien auf Proteinebene definiert werden. So wird
zunachst deutlich, dass der PR130-Gehalt der 3250-Zellen den der 9591-Zellen um
ein Vielfaches Ubersteigt. Zudem hat die PD-Behandlung bei der 9591-Zelllinie im
Vergleich zur 3250-Zellllinie nur eine geringe Abnahme von PR130 zur Folge.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zwischen beiden Zelllinien wird durch den
Nachweis von E-Cadherin verdeutlicht. Wahrend die 9591-Zellen dieses Protein
exprimieren und somit als Zellen epithelialen Phanotyps klassifiziert werden kdnnen,
bleibt dieser Nachweis bei den 3250-Zellen aus. Dies deutet darauf hin, dass die
3250-Zellen mesenchymalen Ursprungs sind. Um einen eindeutigen Nachweis fur den
embryonalen Ursprung der 3250-Zellen zu erhalten, ware die zusatzliche Detektion
von N-Cadherin sinnvoll.

Die Western Blot-Analysen konnen zudem zeigen, dass PD die Einleitung der DDR
auslost, diese jedoch bei den 9591-Zellen insgesamt deutlich schwacher ausfallt als
bei den 3250-Zellen. Initial stellt sich diese Beobachtung durch die Abnahme der ATM-
sowie CHK1-Banden bei der 3250-Zelllinie, welche durch die Zunahme der aktivierten,
phosphorylierten Formen erklart werden kann, dar. Zur sicheren Bestatigung dieser
Hypothese ware zudem der Nachweis von pATM und pCHK1 interessant. Auch
RADS1 verzeichnet eine merkliche Abnahme. Diese kann dadurch erklart werden,
dass Caspase 3 RAD51 im Rahmen der Apoptose spaltet, was die durch DNA-
Schaden ausgeloste Zelltodreaktion unterstutzt (Huang et al. 1999). Die deutlich
frihere Aktivierung der Proteine pKAP1 und yH2AX bei den 3250-Zellen bestatigt
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zusatzlich die unterschiedlich schnelle Einleitung der DDR. Zudem kommt es zu einer
Zunahme der p53-Level, was eine typische Reaktion auf zellulare Stresssignale
darstellt (Meek 2015). Erganzend konnte hier der Nachweis der phosphorylierten,
aktivierten Form von p53 durchgefuhrt werden. Zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchfuhrung stand jedoch kein entsprechender Antikdrper fur murine Zellen
zur Verfugung. Analog zu den steigenden p53-Leveln ware eine Zunahme der p21-
Expression zu erwarten, diese lasst sich allerdings nur bei 9591 feststellen. Das
Grundlevel an p21 ist bei 3250 deutlich hoher und zeigt keine Zunahme durch die
Behandlung, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass p21 bei 3250 bereits in
der Kontrolle maximal aktiviert ist.

In der Western Blot-Analyse nicht nachgewiesen werden konnten die Proteine
cleaved Caspase 3 (cl. Casp. 3) sowie cleaved Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1
(cl. PARP), welche im Rahmen der Apoptose typischerweise exprimiert werden
(Crowley and Waterhouse 2016; Bressenot et al. 2009). Um genauere Ruckschlusse
uber den Mechanismus, durch den PD zum Zelltod fuhrt, zu erhalten, konnte daher
zum einen mit dem Caspase-Inhibitor z-Val-Ala-Asp(OMe)-Fluormethylketon (zZVAD)
gearbeitet werden. Falls die Zellen den Weg der Apoptose durchlaufen, kann eine
Vorbehandlung mit zVAD deren Sterben verhindern (Forterre, Zurbriggen, and Spreng
2011). Zum anderen konnen Vorbehandlungen mit Necrostatin-1 und Ferrostatin-1
Auskunft daruber geben, ob der Zelltod alternativ Uber die Wege der Ferroptose oder
Nekroptose erfolgt (Fontecha-Barriuso et al. 2020). Beide Mechanismen beschreiben
eine Form des regulierten Zelltods. Wahrend dieser sich bei der Ferroptose durch den
Verlust der Aktivitat des Lipidreparaturenzyms Glutathionperoxidase 4 (GPX4)
auszeichnet, ist der Weg der Nekroptose receptor-interacting protein kinase-3
(RIPK3)-abhéngig (Yang and Stockwell 2016; Khoury et al. 2020). Es bedarf
dahingehend somit weiterer Untersuchungen.

Die Unterschiede in der Empfindlichkeit beider Zelllinien gegenuber PD werden
zusatzlich durch die Ergebnisse der PD-Zeitreihe (s. Abb. 10) bestatigt. Wahrend die
3250-Zellen bereits nach 1 h mit zunehmender Behandlungsdauer einen Anstieg der
Apoptoserate verzeichnen, welcher nach 24 h schlieBlich einen Wert von 98 %
erreicht, kann bei den 9591-Zellen keine deutlich zeitabhangige Zunahme an
apoptotischen Zellen registriert werden.

Zudem konnen digitalmikroskopische Aufnahmen von unbehandelten und mit
10 uM PD behandelten 3250- und 9591-Zellen die unterschiedlichen Empfindlichkeiten
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beider Zelllinien bestatigen (s. Abb. 9). Nach der Behandlung schwimmen
spindelférmige, adharente 3250-Zellen ausnahmslos als rundliche, tote Zellen im
Medium. Bei den 9591-Zellen hingegen sind nur vereinzelt vom Boden der
Zellkulturflasche abgeloste Zellen zu registrieren. Die ubrigen Zellen befinden sich
noch immer in den in 4.2 beschriebenen Zellnestern, wobei das Zytoplasma dieser
Zellen nach der Behandlung deutlich aufgequollener und flachiger erscheint. Dies
kann als Hinweis auf zellulare Seneszenz gesehen werden (Neurohr et al. 2019). Um
zu Uberprufen, ob es sich bei den behandelten 9591-Zellen tatsachlich um seneszente
Zellen handelt, bedarf es weiterer Untersuchungen. Der -Galaktosidase-Test stellt
diesbezuglich ein geeignetes Verfahren dar (Itahana, Campisi, and Dimri 2007).
Dass die 9591-Zellen epithelialen und die 3250-Zellen mesenchymalen Ursprungs
sind, kann mithilfe der digitalmikroskopischen Bilder ebenfalls belegt werden. So bilden
die zahlreichen Zell-Zell-Kontakte sowie die strukturelle Polaritat der 9591-Zelllinie
typische Merkmale fur Zellen epithelialen Ursprungs, wahrend der spindelformige
Aufbau der 3250-Zellen charakteristisch fur mesenchymale Zelllinien ist (He and Magi-
Galluzzi 2014).

Fasst man die oben aufgefuhrten Erkenntnisse zusammen, lassen sich die folgenden
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien festhalten: Bei 3250 handelt es sich um eine
mesenchymale Zelllinie, welche viel PR130 enthalt und sensitiv gegenuber PD
reagiert. 9591 hingegen ist eine epitheliale Zelllinie, welche wenig PR130 enthalt und
relativ resistent gegentuber PD ist. Es wird somit vermutet, dass diese Unterschiede
generelle Faktoren darstellen, welche die PD-Empfindlichkeit von PDAC-Zellen
bestimmen. Diese Hypothese gilt es im Folgenden zu uberprufen.

Nachdem der PR130-Status als ein moglicher fur den Erfolg der PD-Behandlung
relevanter Faktor identifiziert wurde, wurden zunachst weitere Versuche zur
Charakterisierung des Proteins durchgefuhrt. So sollte zunachst untersucht werden,
inwiefern sich ein PR130-knockdown auf die PD-Empfindlichkeit muriner PDAC-Zellen
auswirkt. Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien 9591 und 3250 mittels siRNA gegen
PR130 transfiziert (s. Abb. A, Abb. B). Da die siRNA-Transfektion allerdings keine
zuverlassig reproduzierbaren Ergebnisse erzielte, wird ein vollstandiger
Crispr/CAS-Knockdown von PR130 im Rahmen zukunftiger Forschungsarbeit als
sinnvoll angesehen. Weitere Erkenntnisse uber PR130 erbrachte allerdings die
Fraktionierung von Zellkern und Cytoplasmaextrakten zur Bestimmung der
intrazellulare Lokalisation des Proteins (s. Abb. C). Die entsprechende
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Western Blot-Analyse ergab, dass sich PR130 vorwiegend im Cytosol der Zelle
befindet, wobei es bei den C2-Cluster Zelllinien in geringer Menge auch im Kern
nachzuweisen war.

Die Validitat der aufgefuhrten Hypothese bzgl. moglicher Faktoren, welche fur die PD-
Sensitivitat bestimmter Zelllinien verantwortlich sind, kann zudem mithilfe folgenden
Versuche Uberpruft werden.

Zum einen wurde untersucht, inwiefern die p53-mutierte Zelllinie 5436 auf PD reagiert.
Ein deutlicher Anstieg der Apoptoserate im Vergleich zur Kontrolle kann erst mit der
verwendeten Hochstdosis von 10 uM ausgelost werden, wobei bei der genannten
Konzentration noch immer tber 50 % der Zellen am Leben sind (s. Abb. 3). Bezlglich
ihrer Empfindlichkeit gegenuber PD lassen sich die 5436-Zellen somit mit 9591-Zellen
vergleichen. Auch der PR130-Status der Zellen sowie deren epithelialer Phanotyp
stellen Gemeinsamkeiten mit der 9591-Zelllinie dar (s. Abb. 7). Die entsprechende
Western Blot-Analyse des Versuchs zeigt zudem, dass die PD-Behandlung der
5436-Zellen kaum Veranderungen auf Proteinebene zur Folge hat. Bezuglich der
Schlusselproteine der DDR lassen sich lediglich vereinzelte Aktivierungen von
Proteinen, wie pKAP1 oder yH2AX, verzeichnen, wobei diese erst ab Konzentrationen
von 5 bzw. 10 yM PD auftreten.

Zusatzlich belegt wird die Hypothese durch die PD-Behandlung der Zelllinie W22. Die
Zellen weisen nach 24 h bereits hohe Apoptoseraten auf (s. Abb. 4), welche mit denen
der 3250-Zellen zu vergleichen sind. Die entsprechenden Western Blot-Analyse zeigt
zudem, dass es mit steigender Dosis zu einer deutlichen Abnahme von PR130 kommt
(s. Abb. 8). Des weiteren konnte E-Cadherin nicht nachgewiesen werden, weshalb es
sich um eine Zelllinie mesenchymalen Ursprungs handeln muss. In Bezug auf die
Proteine der DDR, wie z. B. yH2AX oder pKAP1, lasst sich eine frihere Aktivierung
als bei den epithelialen Zelllinien feststellen.

Die Ubersicht tiber die Reaktion verschiedener muriner Zelllinien auf PD (s. Abb. 11)
zeigt zunachst, dass mesenchymale Zelllinien wie S411, 8248 und 3250 insgesamt
hohere Apoptoseraten nach der Behandlung mit 2 yM PD zeigen als die epithelialen
Zelllinien S821, 8296 und 9591. Zudem konnte bestatigt werden, dass die
mesenchymalen C1-Cluster-Zellen deutlich hohere PR130-Level aufweisen. In Bezug
auf die im Rahmen dieses Experiments untersuchten Proteine pKAP1 und p53 fallt
zudem auf, dass die mesenchymalen Zellen im Gegensatz zu den epithelialen Zelllien
eine Aktivierung der DRR verzeichnen. Die einzige Ausnahme bilden die 8248-Zellen,
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welche innerhalb des C1-Clusters die geringste PD-Sensitivitat aufweisen. Auf eine
mogliche Ursache fur diese Beobachtung wird in 5.5 eingegangen.

Mithilfe der Versuche an MIA PaCa-2- und MIA PaCa-2 NOXA KO-Zellen kann die
Hypothese zudem fir humane Zelllinien Gberpruft werden. Beide Zelllinien zeigen als
Reaktion auf die Behandlung einen deutlichen, konzentrationsabhangigen Anstieg der
Apoptoserate (s. Abb. 12). Auffallig ist zudem, dass die NOXA KO-Zelllinie, welche
nach 48 h eine etwas hohere Gesamtapoptose aufweist als der Wildtyp, auch ein
deutlich hoheres PR130-Level besitzt (s. Abb. 13). Diese Beobachtung spricht
ebenfalls dafur, dass der PR130-Status ein fur die PD-Empfindlichkeit relevanter
Faktor ist. Zudem kann N-Cadherin nachgewiesen werden, was einen
mesenchymalen Ursprung dieser Zellen belegt. Beide Zelllinien zeigen aul3erdem eine
deutliche Aktivierung von DDR-Schlusselproteinen wie pATM, pKAP1, pp53 und
YH2AX.

Die oben genannte Hypothese wird somit durch alle im Rahmen dieser Dissertation
untersuchten Zelllinien bestatigt. PD-sensitive Zelllinien sind mesenchymalen
Ursprungs und weisen vergleichsweise hohe PR130-Level auf. PD-resistente
Zelllinien hingegen sind epithelialen Ursprungs und weisen geringere PR130-Level
auf. Zudem ist festzuhalten, dass es als Reaktion auf die PD-Behandlung zu einer
Aktivierung von DDR-Schlusselproteinen kommt. Das Ausmal} dieser Aktivierung ist
dabei abhangig davon, wie sensitiv eine Zelllinie gegenuber PD reagiert.

5.2 p53 ist nicht essentiell fur den Zelltod durch PD

Es wurde in der vorliegenden Arbeit bereits gezeigt, dass eine PD-Behandlung die
Aktivierung von DDR-Schlusselproteinen zur Folge hat. So konnten entsprechende
Western Blot-Analysen veranschaulichen, dass die sensitive 3250-Zelllinie mit
steigender Dosis u. a. eine Zunahme des p53-Levels verzeichnet (s. Abb. 6). Bei den
PD-resistenten 9591-Zellen hingegen ist diese Zunahme nur in sehr schwacher Form
nachzuweisen. Die Ubersicht Uber die Reaktion verschiedener muriner PDAC-Zellen
auf eine Behandlung mit PD (s. Abb. 11) konnte ebenfalls zeigen, dass
mesenchymale, PD-sensitive Zelllinien im Rahmen der Behandlung Zunahmen des
p53-Levels aufweisen. Bei den epithelialen, PD-resistenten Zelllinien hingegen
verandert sich die p53-Expression durch eine Behandlung mit 2 yM PD nicht.

Diese Beobachtungen fuhren zu der Fragestellung, ob p53 ein fur den Zelltod durch
PD essentielles Protein darstellt oder eine Ausschaltung des Proteins ein Sterben der
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Zellen verhindern kann. Diese Frage soll mithilfe der PD-Konzentrationsreihe der
Zelllinie W22 beantwortet werden. Obwohl diese Zelllinie eine vollstandige
p53-Deletion aufweist (Schneider et al. 2010), reagiert sie sensitiv gegenuber PD. Das
Protein p53 wird somit zwar mit steigender PD-Konzentration zunehmend aktiviert, ist
jedoch nicht essentiell fur die Auslosung des Zelltods.

Weiteren Aufschluss uber die Bedeutung von p53 im Rahmen der PD-Behandlung gibt
die Konzentrationsreihe von der Zelllinie 5436. Diese Zellen weisen eine
pS53R172H-Mutation auf, welche in Tumoren haufig nachgewiesen werden kann.
Ursache dafur stellt die positive Wirkung der Mutation auf NF-kB-regulierte
Uberlebensgene dar, wodurch Wachstum und Erhalt von Krebszellen geférdert
werden (Schneider et al. 2010; Schafer et al. 2017). Diese Mutation zeigt sich auf
Proteinebene durch eine Daueraktivitat von p53, welche sich bereits in der Kontrolle
darstellt (s. Abb. 7). Die Aktivierung von p21 als Targetprotein hingegen bleibt trotz
starker p53-Aktivierung aus. Anhand der Annexin/PI-Messung (s. Abb. 3) lasst sich
zudem feststellen, dass die p53-mutierten 5436-Zellen resistent gegenuber PD
reagieren. Eine schutzende Funktion von p53, welche die Zellen vor den
Auswirkungen der PD-Behandlung bewahrt, kann somit ebenfalls ausgeschlossen
werden.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass die sensitiven Zelllinien im
Rahmen der PD-Behandlung zwar eine Aktivierung von p53 verzeichnen, diese jedoch
nicht zwingend notwendig ist, um ein Zellsterben zu initiieren. In Bezug auf PD-
resistente Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass die Exprimierung von p53
keinen Schutz vor den Auswirkungen einer PD-Behandlung bietet, da deren Resistenz
trotz p53-Mutation bestehen bleiben kann.

5.3 PD-Behandlung hat nur geringen Einfluss auf
Zellzyklusverteilung

Bisher konnten u. a. die Effekte einer PD-Behandlung auf die Apoptoserate
verschiedener PDAC-Zellen sowie auf Schlusselproteine der DDR analysiert werden.
Im Folgenden soll der Einfluss des Inhibitors auf die Zellzyklusverteilung diskutiert
werden. Die SubG1-Messungen der PD-Konzentrationsreihe (s. Abb. 5) konnten
zeigen, dass eine PD-Behandlung unerwarteterweise nur geringe Anderungen in der
Zellzyklusverteilung zur Folge hat. So kommt es bei den PD-resistenten 9591
insgesamt zu einer Zunahme der Zellen in der G2- und einer Abnahme der Zellen in
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der G1-Phase. In Bezug auf die PD-sensitiven 3250 lasst sich sowohl nach 24 h als
auch nach 48 h bei einer Behandlung mit 1 yM PD ebenfalls zunachst eine Zunahme
an Zellen in G2 registrieren. Dieser G2-Block |0st sich allerdings mit steigender Dosis
wieder auf, sodass die Zellzyklusverteilungen nach Behandlung mit der Hochstdosis
von 10 uM jeweils etwa der der Kontrolle entsprechen.

Da die Apoptoseraten der 3250-Zellen nach der Behandlung mit 1 yM PD noch sehr
gering sind, kann vermutet werden, dass der G2-Block als Vorbote der Apoptose dient.
Die Zellen werden zunachst in G2 abgefangen bevor mit zunehmender Dosis die
Apoptoserate steigt und der G2-Block wieder aufgelost wird. Gleiches lasst sich bei
den 9591 beobachten. Da diese allerdings vergleichsweise PD-resistent sind, tritt der
G2-Block als Vorbote der Apoptose erst deutlich spater auf. Diese Beobachtung deckt
sich mit der in 5.1 diskutierten Erkenntnis, dass die Aktivierung der Checkpoint-
Kinasen ATM, CHK1, etc. bei 9591 erst bei deutlich hdheren PD-Konzentrationen
erfolgt als bei 3250.

5.4 PR130 wird durch NOXA reguliert

PD-Konzentrationsreinen an MIA PaCa-2-Zellen konnten verdeutlichen, dass auch
humane Zelllinien sensitiv gegenuber PD reagieren konnen (s. Abb. 12, Abb. 13). Die
Zellen zeigen einen deutlichen, dosisabhangigen Anstieg der Apoptoserate und sind
bezlglich ihrer Empfindlichkeit gegenuber PD mit den sensitiven 3250-Zellen zu
vergleichen.

Unterschiede zeigten sich in der Reaktion von MIA PaCa-2 Wildtyp- und
MIA PaCa-2 NOXA KO-Zellen. Wahrend die Apoptoseraten beider Zelllinien nach
24 h kaum voneinander abweichen, weisen die NOXA KO-Zellen nach 48 h etwas
hohere Apoptoseraten auf als die Wildtyp-Zellen. Die entsprechende
Western Blot-Analyse konnte zudem verdeutlichen, dass das PR130-Grundlevel der
NOXA KO-Zellen das der Wildtyp-Zellen um einiges ubersteigt. Es lasst sich somit die
Hypothese aufstellen, dass PR130 durch NOXA reguliert wird. Diese Beobachtung
korreliert mit den in 5.1 diskutierten Ergebnissen und bestatigt, dass hohere
PR130-Grundlevel mit einer hoheren Empfindlichkeit gegenuber PD einhergehen.

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Zelllinien zeigte sich in Bezug auf das
ATM-Signaling. Es fallt zunachst auf, dass die ATM- sowie pATM-Grundlevel der
Wildtyp-Zellen die der NOXA KO-Zellen leicht Ubersteigen. Zudem stellt sich die
pATM-Aktivierung im Laufe der Behandlung bei den MIA PaCa-2-Zellen wesentlich
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intensiver dar. Eine Erklarung fur diese Beobachtung bietet die von Gdder et al.
gelieferte Erkenntnis, dass PR130 die Dephosphorylierung von ATM durch PP2A
fordert (Goder et al. 2018). Hohere PR130-Level gehen somit mit einer starkeren
Dephosphorylierung von ATM einher, weshalb pATM bei den NOXA KO-Zellen
weniger stark aktiviert wird. Dennoch findet die Aktivierung der Targetproteine, wie
z. B. pKAP1 oder pp53 (S15) bei beiden Zelllinien in etwa gleicher Intensitat statt. Die
Unterschiede im Downstream-Signaling konnen im Western Blot somit als nicht

relevant angesehen werden.

5.5 Uberexpression von BCL-XL kann resistente Zelllinien vor PD
schutzen

Um die Effekte von PD auf verschiedene murine Zelllinien vergleichen zu kénnen,
wurden sechs Zelllinien mit PD behandelt und die Effekte der Behandlung
anschlie3end mittels Western Blot-Analyse untersucht (s. Abb. 11).

Die Ergebnisse dieses Versuchs konnen nicht nur die in 5.1 aufgefuhrten Faktoren,
welche fur die PD-Sensitivitat bestimmter PDAC-Zelllinien verantwortlich sein sollen,
bestatigen, sondern zeigen zudem, dass eine PD-Behandlung die Aktivierung von
DDR-Proteinen zur Folge hat. Bei einer Behandlung mit 2 yM PD lasst sich diese
Aktivierung lediglich bei den mesenchymalen, PD-sensitiven Zelllinien nachweisen.
Als Reaktion auf den Inhibitor kann bei diesen Zellen eine Zunahme der Proteine
pKAP1 und p53 detektiert werden. Einzige Ausnahme bildet hier die Zelllinie 8248, bei
welcher nach Behandlung mit 2 yM PD keine Aktivierung zu registrieren ist. Die
8248-Zellen weisen zudem innerhalb des C1-Clusters die geringste prozentuelle
Gesamtapoptose auf. Im Vergleich zu den anderen untersuchten mesenchymalen
Zelllinien reagierten die 8248-Zellen somit am wenigsten sensitiv gegenuber PD. Als
mogliche Ursache konnte der hohere BCL-XL-Gehalt dieser Zelllinie angesehen
werden. Pons et al. konnten bereits aufzeigen, dass die pharmakologische Hemmung
von BCL-XL in Kombination mit einer HU-Behandlung eine effektive Kombination
gegen leukamische Zellen darstellt. Es wurde daher geschlussfolgert, dass BCL-XL
die Apoptoseinduktion unterdricken kann (Pons et al. 2021). Dies wurde erklaren,
warum die 8248-Zellen weniger sensitiv gegenuber PD reagieren. Einen noch deutlich
hoheren BCL-XL-Gehalt als die PD-sensitiven 8248-Zellen weisen die Zelllinien des
C2-Clusters auf. Demnach wird vermutet, dass der hohe BCL-XL-Gehalt der
mesenchymalen 8248-Zellen sowie aller untersuchten epithelialen Zellen diese vor der
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PD-Wirkung schutzt und die Apoptoseinduktion verhindert. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, ware ein BCL-XL-knockdown mittels siRNA oder dem BCL-XL-Inhibitor
Navitoclax sinnvoll (Pons et al. 2021). Falls BCL-XL tatsachlich eine schiutzende
Wirkung auf die Zellen ausuben sollte, musste die Apoptoserate der entsprechenden
Zelllinien bei nach siRNA-Transfektion bzw BCL-XL-Hemmung bei gleicher
Behandlung hoher ausfallen. Es bedarf dahingehend somit weiterer Untersuchungen.

5.6 PD verursacht proteotoxischen Stress

Das Protein HSP70 ist als molekulares Chaperon fur den korrekten Ablauf der
gesamten Proteostase verantwortlich. Es kontrolliert somit u. a. die korrekte
Proteinfaltung, den Proteinimport in Zellorganellen oder die Wiederherstellung von
Proteinen vor Aggregation. Mitglieder der HSP70-Familie konnen zudem unter
proteotoxischem Stress die Lebensfahigkeit der Zellen erhdhen, indem sie die
Reparatur entstandener Proteinschaden fordern (Radons 2016). Eine erhohte
HSP70-Expression kann somit mit dem Vorhandensein von proteotoxischem Stress
assoziiert werden.

Western Blot-Analysen konnten zeigen, dass die Behandlung mit PD eine Induktion
des HSP70-Signals zur Folge hat, die Zellen demnach proteotoxischem Stress
ausgesetzt werden. Diese Induktion Iasst sich sowohl bei murinen (s. Abb. 6, Abb. 7,
Abb. 11) als auch bei humanen PDAC-Zellen (s. Abb. 13) beobachten. Es wurde
zudem festgestellt, dass die HSP70-Aktivierung umso friher eingeleitet wird, je
sensitiver die entsprechenden Zellen auf PD reagieren. So zeigen die epithelialen
9591- und 5436-Zellen erst bei einer Dosis von 5 bzw. 10 yM PD eine Aktivierung von
HSP70, die mesenchymalen 3250-Zellen hingegen bereits bei einer Behandlung mit
2 uM (s. Abb. 6, Abb. 7). Die Ubersicht tiber verschiedene murine Zelllinien und deren
Reaktion auf PD kann diese Beobachtung bestatigen (s. Abb. 11). Eine deutliche
Induktion des HSP70-Signals im Vergleich zur Kontrolle lasst sich als Reaktion auf die
Behandlung mit 2 yM PD nur bei den mesenchymalen, PD-sensitiven Zelllinien
feststellen. Bei den epithelialen, PD-reistenten Zelllinien hingegen bleibt eine durch die
Behandlung verursachte HSP70-Aktivierung aus.

Eine HSP70-Aktivierung als Reaktion auf die PD-Behandlung Iasst sich auch in Bezug
auf die humanen MIA PaCa-2-Wildtyp- bzw. NOXA KO-Zellen nachweisen
(s. Abb. 13). Dass die NOXA KO-Zellen bereits in der Kontrolle ein hoheres
HSP70-Level als die Wildtyp-Zellen aufweisen, kann dadurch erklart werden, dass die
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Zellen durch den KO Stress ausgesetzt werden. Wahrend der Kultivierung der Zellen
fiel zudem auf, dass die NOXA KO-Zelllinie ein vergleichsweise langsameres
Wachstum aufwies. Das erhohte Stresslevel dieser Zellen kann eine mogliche Ursache
fur diese Beobachtung darstellen.

Da PD, wie bereits in 5.1 diskutiert, die DDR aktiviert, stellt sich die Frage, ob diese
Aktivierung direkt durch die PD-Behandlung oder indirekt Uber die Auslosung von
proteotoxischem Stress verursacht wird. Um zu ermitteln, ob PD Uber die Aktivierung
von DDR-Proteinen die Induktion des HSP70-Signals initiiert, konnten die Zellen im
Rahmen kunftiger Versuche zusatzlich mit ATM- oder ATR-Inhibitoren, wie KU-9553
(Li and Yang 2010) oder VX-970 (Gorecki et al. 2020) behandelt werden. Alternativ
ware ein vollstandiger ATM-KO sinnvoll. Lasst sich anschlieRend noch immer eine
Zunahme des HSP70-Signals detektieren, kann ausgeschlossen werden, dass die
HSP70-Aktivierung erst Uber eine Aktivierung von Proteinen der DDR erfolgt.
Entsprechend konnte durch die Behandlung der Zellen mit einem HSP70-Inhibitor, wie
z. B. 2-(3-Chlorphenyl)-Ethinylsulfonamid (PES-CI) (Balaburski et al. 2013), untersucht
werden, ob trotz HSP70-Hemmung noch eine Aktivierung der DDR stattfindet.

5.7 Mesenchymale und epitheliale PDAC-Zelllinien unterscheiden
sich nicht in ihrer Reaktion auf Replikationsstress

Wie bereits in 3.5.2 beschrieben handelt es sich bei HU um einen Inhibitor der
Ribonukleotidreduktase, deren Hemmung replikativen Stress zur Folge hat.
Replikativer Stress bezeichnet die vorubergehende Verlangsamung oder den
Stillstand der DNA-Synthese bzw. der Replikationsgabel, um unter dem Einfluss von
Stressfaktoren eine fehlerhafte Kopie des Genoms zu vermeiden (Vesela et al. 2017).
Ebenso kann MK Uber die Hemmung von WEE1 die genomische Instabilitat erhdhen
und Replikationsstress verursachen (Ha et al. 2020).

In 5.1 wurden bereits die Unterschiede in der Empfindlichkeit verschiedener
PDAC-Zellen gegenuber PD diskutiert. Durch die Einzelbehandlung muriner
PDAC-Zelllinien mit HU und MK sollte zudem Uberpruft werden, ob sich
mesenchymale, PD-sensitive und epitheliale, PD-resistente Zellen auch in ihrer
Reaktion auf replikativen Stress grundlegend unterscheiden. Somit soll Uberpruft
werden, ob sich die erhohte PD-Sensitivitat der mesechymalen Zelllinien durch
generelle Defekte dieser Zellen begrinden lasst. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurden entsprechende Western Blot-Analysen durchgeflhrt (s. Abb. 14,
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Abb. 15). Untersucht wurden jeweils die DDR-Proteine pKAP1, p53 und yH2AX. In
Bezug auf die Aktivierung dieser Proteine als Reaktion auf die verwendeten Inhibitoren
lieRen sich keine generellen Unterscheide zwischen mesenchymalen und epithelialen
Zelllinien feststellen. Somit unterscheiden sich C1- und C2-Cluster-Zelllinien zwar in
ihrer Reaktion auf PD, nicht jedoch in ihrer Reaktion auf Replikationsstress. Es kann
daher ausgeschlossen werden, dass die hohe Empfindlichkeit der mesenchymalen
Zelllinien gegenuber PD auf einer geringeren Resistenz gegenuber Inhibitoren im

Allgemeinen beruht.
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6 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom stellt eine der weltweit todlichsten Krebserkrankungen dar.
Wiahrend sich die Uberlebensraten anderer maligner Erkrankungen Uber die letzten
Jahre erheblich verbessert haben, ist die Prognose des Pankreaskarzinoms relativ
unverandert geblieben. Ursache dafur stellen neben der Diagnose in einem meist
bereits fortgeschrittenen Stadium die unzureichenden Behandlungsmoglichkeiten dar
(Ansari et al. 2016; Gupta, Amanam, and Chung 2017). Dies macht die Notwendigkeit
der Entwicklung neuer, effektiver Therapieoptionen deutlich.

Da eine Fehlregulation von PP2A ein in vielen Krebsarten vorkommendes Phanomen
darstellt, stol3t deren therapeutischer Angriff im Rahmen aktueller Forschungsarbeit
auf grolRes Interesse (O'Connor et al. 2018). Dzulko et al. gelang es aullerdem, die
PP2A-Untereinheit PR130 als Schlusselprotein zur Steuerung tumorrelevanter
Funktionen in verschiedenen Krebszellarten zu charakterisieren (Dzulko et al. 2020).
Anhand von Melanomzellen konnte gezeigt werden, dass der direkte therapeutische
Angriff mittels eines small molecule inhibitors von PP2A namens PD die Proliferation
von Melanomzellen stoppen kann (Yue et al. 2020). Im Rahmen der vorliegenden
Dissertation wurden diese Effekte an PDAC-Zellen untersucht, um zu definieren,
inwiefern sich PP2A als pharmakologisches Zielprotein in Pankreaskarzinomzellen
eignet und welche Rolle die Untereinheit PR130 dabei einnimmt.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein direkter Angriff von PP2A je nach
Zelllinie zu einem dosisabhangigen Anstieg der Apoptoserate fuhren kann. Dafur
wurden verschiedene murine sowie humane PDCA-Zellen mit PD behandelt und deren
Apoptoserate anschliefiend durchflusszytometrisch gemessen (s. Abb. 2, 3, 4, 12). Ob
eine Zelllinie sensitiv gegenuber PD reagiert oder nicht, ist dabei von verschiedenen
Faktoren abhangig. So konnte mithilfe entsprechender Western Blot-Analysen
(s. Abb. 6, 7, 8, 11, 13) festgestellt werden, dass PDAC-Zellen, die mesenchymalen
Ursprungs sind viel PR130 enthalten und sensitiv gegenuber PD reagieren. Zellen
epithelialen Ursprungs hingegen weisen vergleichsweise geringere PR130-Level auf
und reagieren resistent gegenuber PD. Diese Erkenntnis gilt sowohl fur murine als
auch fur humane Zelllinien.

Die PD-Konzentrationsreihe der humanen MIA PaCa-2 Wildtyp- sowie
MIA PaCa-2 NOXA KO-Zellen ergab zudem, dass PR130 durch NOXA reguliert
werden muss, da die Zellen nach dem NOXA KO deutlich mehr PR130 enthalten
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(s. Abb. 13). Einhergehend mit dem hoheren PR130-Gehalts zeigt diese Zelllinie
aulierdem eine entsprechend hohere Empfindlichkeit gegenuber PD.

Durch die Behandlung muriner Zellen mit den Inhibitoren Hydroxyurea und MK-1775
sollte zudem untersucht werden, ob sich die Unterschiede in der Empfindlichkeit mit
generelle Defekte der sensitiven Zellen begrinden lassen (s. Abb. 14, 15). Da sich
mesenchymale und epitheliale Zelllinien in ihrer Reaktion auf den durch die Inhibitoren
ausgelosten Replikationsstress nicht grundsatzlich unterschieden, ist ein solcher
Defekt auszuschlielRen.

Reagiert eine Zelle auf PD, kommt es zur Aktivierung diverser DDR-Schlusselproteine,
u. a. steigt das p53-Level. Durch die PD-Behandlung p53-mutierter (5436) sowie
p53-negativer Zellen (W22) sollte ermittelt werden, welche Rolle p53 im Rahmen der
zellularen Schadensantwort einnimmt (s. Abb. 3, 4, 7, 8). Da auch die p53-negative
Zelllinie W22 sensitiv gegenuber dem Inhibitor reagiert, kann davon ausgegangen
werden, dass p53 kein essentielles Protein darstellt, um den Zelltod durch PD
auszulosen. Neben der Aktivierung der DDR kommt es durch die Behandlung zu
einem deutlichen Anstieg des HSP70-Levels, was einen Marker fur proteotoxischen
Stress darstellt (Hightower 1991). Ob die PD-Behandlung jedoch zunachst die
Aktivierung der DDR-Proteine auslost und diese die Aktivierung von proteotoxischem
Stress zur Folge hat oder umgekehrt, ist bisher ungeklart. Der genaue Mechanismus,
uber welchen PD letztendlich zum Zelltod fuhrt, bedarf demnach weiterer
Untersuchungen.

Die dargestellten Ergebnisse dieser Dissertation konnten somit zeigen, dass PD
grundsatzlich die Proliferation von murinen wie auch humanen PDAC-Zellen stoppen
kann. Der PR130-Gehalt scheint dabei einer von mehreren Faktoren zu sein, welcher
fur die Empfindlichkeit der jeweiligen Zelllinie gegenliber PD verantwortlich ist. Diese
Erkenntnisse konnen moglicherweise eine erste Grundlage fur die Entwicklung

PP2A-gesteuerter Therapiekonzepte des Pankreaskarzinoms schaffen.
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Anhang
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Abbildung A: PD-induzierte Zelltoxizitat der Zelllinien 9591 und 3250 nach Transfektion
(sicon, siPR130) und Behandlung mit 5 uM PD fiir 24 h

Die Graphen zeigen die Messergebnisse der Transfektion und anschlieliender PD-Behandlung.
Gezeigt sind die Kontrollen (con, sicon/con, siPR130/con) und die Behandlungen mit 5 yM PD (PD,
sicon/PD, siPR130/PD). Die Messungen erfolgten am FACS Calibur. (n=2-4)
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Abbildung B: Western Blot-Analyse der Zelllinie 3250 nach Transfektion (sicon, siPR130)
und 6 h Behandlung mit PD

Die oben aufgeflihrten Proteine wurden per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System
detektiert. Als Ladekontrolle diente HSP90. (n=2)
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Abb. C

S821 8296 9591 5436 S411 3250

C N C N C N C N C N C N

PR130 | e —p————— ] RE L
HDACT |  wm m P — T
B-actin l-—-- --—-—.—-‘I_ 40kDa
Vinculin - [ Py — — p— — |. 130 kDa

Abbildung C: Western Blot-Analyse der Zelllinien $821, 8296, 9591, 5436, S411 und 3250
nach Fraktionierung von Zellkern und Cytosol

Pro Zelllinie wurden Kern- und Zytoplasmaextrakte nach vorangegangener Fraktionierung getrennt
aufgetragen (C = Cytosolische Fraktion, N = Kernextrakte). Die oben aufgeflihrten Proteine wurden

per Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging-System detektiert. Als Ladekontrolle diente [3-actin.
(n=1)
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