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Zusammenfassung

IV. Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom der Bauchspeicheldrise (PDAC) ist eine aulerst
aggressive Tumorerkrankung, die mit einer schlechten Prognose einhergeht. Die
5-Jahres-Uberlebensrate fiir diese Krebsart hat sich in den letzten Dekaden kaum
verbessert. Daher bleibt das PDAC weltweit ein ungeldstes klinisches Problem. Es ist
somit von besonderem Interesse, eine gezielte Therapiemdglichkeit fur diese
Krebserkrankung zu finden. Um dies zu bewerkstelligen, ist eine molekulare
Charakterisierung der PDAC Subtypen notwendig. So kénnen
behandlungsspezifische Vulnerabilitaten identifiziert werden.

In dieser Dissertation werden verschiedene Proteine in murinen PDAC Zelllinien durch
spezifische Inhibitoren blockiert und somit direkt angesprochen.

Die Hemmung der de novo dNTP-Synthese durch den Ribonukleotid-Reduktase
Inhibitor (RNRi) Hydroxyurea (HU) bewirkt eine Induktion der Apoptose im murinen
PDAC Zellsystem, wobei der Masterkinase ATM in diesen HU-behandelten Zelllinien
eine pro-apoptotische Rolle zugesprochen wird. Eine Kombination mit dem
Histondeacetylase-Inhibitor (HDACi) MS-275 steigert den HU-bedingten DNA-
Replikationsstress, welcher mit einer gesteigerten Expression der PP2A-Untereinheit
PR130/PPP2R3A, sowie einer Expressionsabnahme der RNR Untereinheit RRM2 und
des DNA-Reparaturproteins RAD51 einhergehen. Im direkten Vergleich mit dem
neuartigen RNRi COH29 und dem Topoisomerase-1 Inhibitor Irinotecan (IT), ist HU
hinsichtlich der Induktion von Apoptose und DNA-Replikationsstress weitaus
uberlegen. Diese Daten zeigen neue Einblicke in ein zytotoxisches, ATM-reguliertes
und HDAC-abhangiges Replikationsstressprogramm in murinen PDAC Zellen.
Onkogene Signalkaskaden sind in vielen Tumoren, einschlieRlich im PDAC, mutiert.
Dabei konnen Kinasen uber Proteinphosphorylierungen, sowie Phosphatasen uber
Proteindephosphorylierungen, die Entstehung von Krebszellen und deren
Therapieresistenz antreiben. Obwohl die Funktionen von Phosphatasen in Tumoren
weitgehend unerforscht sind, gibt es erste Hinweise darauf, dass Phosphatasen
vielversprechende Ansatzpunkte fur neuartige therapeutische Malinahmen darstellen.



Zusammenfassung

Die Proteinphosphatase 2A (PP2A) ist ein heterotrimeres Enzym, welches in vielen
zellularen Prozessen wie der DNA-Reparatur, Apoptose, Autophagie und
Zellproliferation beteiligt ist. Diese Serin/Threonin-Phosphatase besteht aus der
strukturellen Untereinheit PP2A-A, der katalytischen Untereinheit PP2A-C und der
regulatorischen Untereinheit PP2A-B. Eine erhohte Expression von PR130, welche
eines der regulatorischen Untereinheiten von PP2A ist, korreliert mit der Aggressivitat
des PDACs und schlechteren Uberlebenschancen der Patientinnen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass der PP2A-Inhibitor Phendion (PD) in mesenchymalen
murinen und in humanen PDAC Zellen einen proteasomalen Abbau von PR130
auslost, welche mit der Induktion des Hitzeschockproteins (HSP) 70 und der
Akkumulation von Proteinaggregaten einhergeht. Diese Effekte sind toxisch und
spiegeln sich in hohen Apoptoseraten wider. Daruber hinaus leitet PD die Apoptose in
PDAC Zellen unabhangig von dem Tumorsuppressor p53 ein. Die Transfektion der
PDAC Zellinien mit einer siRNA erlaubt einen transienten knockdown von PR130,
wodurch diese Zellen gegenuber PD sensitiviert werden. Diese Daten legen nahe,
dass der PP2A-PR130-Komplex Proteine dephosphoryliert und dadurch die Bildung
von Proteinaggregaten in Tumorzellen verhindert. Die Wirkung des neuartigen PP2Ai
PD wird im Rahmen dieser Arbeit auch in verschiedenen Leukamiezellen, in human
Retinal Pigment Epithelial-1 (RPE-1) und in normalen Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) untersucht.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit zeigt, dass der Zellzyklus und seine Ubergangspunkte
in PDAC und in leukamischen Zellen therapeutisch angegriffen werden kénnen. Die
Kombination aus PD und dem WEE1-Kinase-Inhibitor Adavosertib (MK-1775) resultiert
in hohen Apoptoseraten und einer Anhaufung des Stressmarkers y-H2AX. Die
Applikation beider Inhibitoren unabhangig voneinander fuhrt zu einem G2/M-Arrest.
Die Doppelbehandlung mit PD und MK-1775 resultiert in einer mitotischen
Katastrophe, die in PDAC Zellen durch die abnormale Struktur von a-Tubulin und einer
signifikanten Abnahme der Polo-like Kinase 1 (PLK1) belegt werden kdonnen.
Zusammengenommen wurden in dieser Arbeit unterschiedliche vielversprechende
Therapieansatze fur PDAC gefunden, die mdglicherweise fur die weitere klinische

Forschung innovativ sein konnten.
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V. Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is an extremely aggressive tumor disease
that is associated with a poor prognosis. The 5-year survival rate for this type of cancer
has barely progressed in recent decades, therefore PDAC remains an unsolved clinical
problem worldwide. It is becoming increasingly important to find targeted therapy for
this cancer. To accomplish this, molecular characterization of PDAC subtypes is
needed to identify treatment-specific vulnerabilities.

In this dissertation, various proteins and their associated molecular signaling pathways
are blocked by specific inhibitors and thereby directly addressed.

Inhibition of de novo dANTP synthesis by the ribonucleotide reductase inhibitor (RNRi)
hydroxyurea (HU) shows an induction of apoptosis in the murine PDAC cell system,
whereby ATM is considered to perform a pro-apoptotic role in these HU-treated cells.
The combination with the inhibitor of histone deacetylase (HDACi) MS-275 promotes
HU-induced DNA replication stress, which is associated with an increase in the PP2A
subunit PR130/PPP2R3A, as well as a decrease in the RNR subunit RRM2 and in the
DNA repair protein RAD51. In head-to-head comparison with the novel RNRi COH29
and the topoisomerase-| inhibitor irinotecan (IT), HU is significantly more potent in
inducing apoptosis and DNA replication stress than these inhibitors. These data
provide new insights into a cytotoxic, ATM-regulated and HDAC-dependent replication
stress program in murine PDAC cells.

The oncogenic signaling cascades are mutated in many tumors, including PDAC.
Kinases and phosphatases can drive the development of cancer cells and their
resistance to therapy via protein phosphorylation or dephosphorylation. Although the
functions of phosphatases in tumors are largely unexplored, there are initial indications
that phosphatases represent promising targets for novel therapeutic interventions.
Protein phosphatase 2A (PP2A) is a heterotrimeric enzyme involved in many cellular
processes such as DNA repair, apoptosis, autophagy, and cell proliferation. This
serine/threonine phosphatase consists of the structural subunit PP2A-A, the catalytic
subunit PP2A-C, and the regulatory subunit PP2A-B. Increased expression of PR130,
one of the regulatory subunits of PP2A, correlates with PDAC aggressiveness and

poor overall survival rates of the patients.



Abstract

The results of this work demonstrate that the PP2A inhibitor phendione (PD) induces
proteasomal degradation of PR130 in murine mesenchymal and human PDAC cells,
linked to an induction of heat shock protein (HSP) 70 and promoting the accumulation
of protein aggregates. These effects are toxic, reflected in high apoptosis rates.
Additionally, PD induces apoptosis in PDAC cells independently of the frequently
mutated tumor suppressor p53. Transfection of PDAC cell lines with siRNA allows the
genetic silencing of PR130, sensitizing these cells to PD. These data suggest that the
PP2A-PR130 complex dephosphorylates proteins and thereby prevents the formation
of protein aggregates in tumor cells. The effect of the novel PP2Ai PD is also shown in
various leukemia cells, in human retinal pigment epithelial-1 (RPE-1) and in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs).

Another part of this work shows that the cell cycle and its transition points can be
manipulated and targeted in PDAC and leukemic cells. The combination of PD and the
WEE1 kinase inhibitor adavosertib (MK-1775) shows promising results in these cells,
demonstrated by high apoptosis rates and an accumulation of the stress marker
v-H2AX. The application of both inhibitors separately leads to G2/M arrest. The
combination of PD and MK-1775 results in a mitotic catastrophe, proven in PDAC cells
by the abnormal structure of a-tubulin and a significant decrease of the polo like kinase
PLK1.
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1.1. Die Entstehung von Krebs

Krebs beschreibt in der Medizin einen Zustand der unkontrollierten Proliferation von
Zellen. Dabei ist dieser Zustand auf verschiedene Mutationen des Erbguts
zuruckzufuhren. Es konnen Duplikations-, Punkit-, Deletions- und
Insertionsmutationen, sowie Chromosomenaberrationen und Gen-Amplifikationen
auftreten [1-4]. Laut der World Health Organization (WHO) kénnen der Konsum von
Tabak und Alkohol, sowie eine ungesunde Ernahrung verbunden mit
Bewegungsmangel, Luftverschmutzung und UV-Strahlung [5], die Entstehung von
Krebs begunstigen (WHO).

Durch die Replikation der mutierten DNA  kdénnen unter anderem
wachstumshemmende Signale Ubergangen werden, was den Krebszellen eine
uneingeschrankte Proliferation ermdoglicht [6]. Tumorzellen haben demnach eine
héhere Mitoserate als gesunde Zellen (WHO). Das flhrt dazu, dass benachbartes
Gewebe infiltriert und Metastasen gebildet werden [7]. Diese Art von Tumor wird als
bosartig oder auch als Malignom bezeichnet.

Es gibt verschiedene Arten, Tumore zu bekampfen, wie z.B. eine Strahlentherapie,
eine operative Resektion oder eine Chemotherapie. Wahrend die operative Entfernung
des Tumors oder die Strahlentherapie lokale MalRnahmen sind, richtet sich die
Chemotherapie gegen alle Zellen des Korpers. Dabei sind insbesondere Zellen
betroffen, die eine hohere Teilungsrate besitzen. Da bei der Chemotherapie die
Proliferation von Krebszellen vermindert wird, werden die eingesetzten Substanzen als
Zytostatika bezeichnet [8].

Die Prognose und die Uberlebensrate der Betroffenen sind dabei nicht nur von der Art
des Tumors abhangig, sondern auch davon in welchem Stadium der Tumor
diagnostiziert wurde. Es ist und bleibt eine dringende und notwendige Aufgabe der
Krebsforschung an einer stetigen Verbesserung der Diagnostik und
Therapiemdoglichkeit zu arbeiten, um den steigenden Zahlen der Krebserkrankung

entgegenzuwirken.
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1.1.1. PDAC (Pancreatic ductal adenocarcinoma)

Bauchspeicheldrisenkrebs zahlt als dritthaufigste Krebstodesursache [9], wobei das
Adenokarzinom der Bauchspeicheldrise die aggressivste Form ist und zusatzlich mit
der schlechtesten Uberlebensrate aller malignen Erkrankungen des Magen-Darm-
Trakts verbunden ist [10]. Trotz allem ist PDAC die haufigste Form von
Bauchspeicheldrisenkrebs, wobei der Tumor sich haufig am Kopf der
Bauchspeicheldrise befindet [11]. Befinden sich die Tumore zentral oder im unteren
Ende der Bauchspeicheldriise, so nimmt die Uberlebensrate zusatzlich ab [12].

Bei dieser Erkrankung sind vor allem Manner im Alter von 40-85 Jahren betroffen [13],
wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate unabhangig vom Geschlecht bei 12 % liegt [9, 14].
Die niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von PDAC ist auf die problematische Diagnostik
zuruckzufuhren, denn eine Diagnose im frihen und heilbaren Studium ist bei dieser
Krebserkrankung &aulRerst selten. Die betroffenen Patientinnen zeigen erst
schmerzhafte Symptome, sobald der Tumor Metastasen gebildet und das umliegende
Gewebe infiltriert hat [15, 16]. Zu dem kann die Symptomatik sehr unspezifisch sein,
denn die Betroffenen leiden oftmals unter Bauchschmerzen, Rickenschmerzen,
Gewichtsverlust oder Gelbsucht [17]. Es wurde gezeigt, dass Patientinnen mit PDAC
in seltenen Fallen auch Typ 2 Diabetes [18] oder eine thromboembolische Erkrankung
[19] entwickeln konnen. Bis eine erfolgreiche Diagnose eines Pankreaskarzinoms
gestellt werden kann, zeigen bereits 50 % der Patientlnnen eine Metastasierung [20].
Um PDAC zu behandeln werden klassische Behandlungsmethoden angewandt, wie
Chemotherapie, eine R(0)-Resektion oder eine Bestrahlung [10]. Durch die oft spate
Diagnose sinkt die Chance auf eine vollstandige operative Entfernung auf 15-20 %
[21]. In 80-85 % der Patientinnen mit fortgeschrittenem PDAC wird eine Therapie nach
dem FOLFIRINOX Schema angewendet [22, 23]. Dabei werden die DNA-
schadigenden Chemotherapeutika Folinsaure (Fol), Fluorouracil (5-FU), Irinotecan (IT)
und Oxaliplatin (OX) verabreicht. Diese Kombinationstherapie zeigte bereits eine
signifikante Verlangerung der Lebenszeit, bringt jedoch auch schwerwiegende
Nebenwirkungen mit sich. Dazu zahlen unter anderem Mudigkeit, Diarrhoe und
Ubelkeit [24, 25]. Bei PDAC Patientinnen wurde auch die leicht modifizierte
Kombinationsbehandlung FOLFOXIRI (Fol, 5-FU, IT, OX) angewendet, welche sich in

metastasierenden Kolonkarzinomen als wirksam erwies [23, 26].
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Hierbei wird eine niedrigere Dosis an Irinotecan verwendet, was zu einer erheblichen
Reduktion der toxischen Effekte dieser Behandlung beitragt. Es stellte sich jedoch
heraus, dass FOLFOXIRI im Vergleich zu FOLFIRINOX keine therapeutischen Vorteile
mit sich bringt [23]. Als First-Line-Therapie wird aulerdem noch Albumin gebundenes
(nanopatrticle albumin bound, nab) -Paclitaxel oder Gemcitabin verwendet. Die
Wirksamkeit von Gemcitabin entspricht der von FOLFIRINOX, jedoch mit
schwacheren Nebenwirkungen. Deshalb wird in der Regel nach einer Operation
zunachst eine Behandlung mit Gemcitabin angestrebt. Bei auftretenden
Unvertraglichkeiten erfolgt dann ein Wechsel zu FOLFIRINOX.

Trotz der erforschten Therapien, spricht PDAC nur begrenzt (20-30 %) auf diese
Behandlungen an, wodurch diese Erkrankung meistens todlich endet [27, 28]. Zudem
tragen die auftretenden Nebenwirkungen zu einer beachtlichen Einschrankung der
Lebensqualitat bei [22]. Aus diesen Grunden besteht ein dringender Bedarf an
innovativen Therapieansatzen zur Behandlung von PDAC.

Die zellulare Heterogenitat des PDACs ist eine Besonderheit, welche ebenfalls dazu
beitragt, dass diese schlecht auf Chemotherapien ansprechen. Es wird hierbei
zwischen einer intertumoralen und einer intratumoralen Heterogenitat unterschieden.
Wahrend die intertumorale Heterogenitat die Unterschiede von PDAC Tumoren
zwischen den Patientlnnen beschreibt, beschreibt die intratumorale Heterogenitat
(ITH) das Auftreten von genetischen Subklonen innerhalb eines Tumors und die damit
verbundene Resistenz der PDAC Zellen auf bestimmte Behandlungen. Letzteres stellt
die Schwierigkeit einer erfolgreichen Behandlung von PDAC Tumoren dar [29]. Die
ITH wurde sowohl durch Karyotypisierung [30] als auch durch eine DNA-

Sequenzierung [31, 32] nachgewiesen.

Die RAS (rat sarcoma) Onkogene (HRAS, KRAS und NRAS) sind in humanen
Krebszellen am haufigsten mutiert. Dabei wurde festgestellt, dass in
Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldrisenkrebs diese Mutationen haufiger auftreten
als in anderen Krebserkrankungen [33]. Aulerdem konnte die Isoform KRAS in fast
allen PDACs gefunden werden, was eine starke Abhangigkeit dieser Krebserkrankung
zu den RAS Genen aufzeigt [33]. Es ist derzeit noch unklar, weshalb in PDAC
ausschlief3lich KRAS mutiert ist.
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Derzeit gibt es keine zielgerichteten Therapien fir PDAC, da die Zellen des duktalen
Adenokarzinom der Bauchspeicheldrise nahezu nur nicht-behandelbare KRAS
Mutationen exprimieren [33]. Die behandelbare KRAS®'?C-Mutation ist nur in 1-3 %
der PDAC Tumore vertreten. Eine Behandlung dieser KRAS®'2C-Mutation mit dem
Inhibitor AMG-510 zeigte vielversprechende Resultate in Lungenkarzinomen [34].

Die Entstehung von PDAC beruht auf der Entwicklung aus definierten
Vorlauferlasionen [35]. Die haufigste Vorlauferlasion ist die intraepitheliale
Pankreasneoplasie (PanIN). Zusatzlich existieren zwei weitere Vorlauferlasionen: das
intraduktale papillare muzinése Neoplasma (IPMN) und das muzindse zystische
Neoplasma (MCN) [36]. Dabei ist unklar, ob sich aus jeder dieser Vorlauferformen
zwangslaufig ein maligner Tumor entwickelt. Es wurde gezeigt, dass eine
Subpopulation der PanIN [37] vermehrt das Protein doublecortin like kinase 1 und
acetyliertes Tubulin exprimieren, welche eine tumor-initierende Rolle zugesprochen
wird [38]. AuRerdem konnten in diesen Zellen Krebsstammzellmarker wie CD133 oder
CD24/CD44/ESA nachgewiesen werden [38-40].

In einer Studie aus 2012 wurde gezeigt, dass bestimmte Subpopulationen der
pramalignen Zellen des duktalen Adenokarzinoms eine epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) durchlaufen [41], wobei der mesenchymale Subtyp mit einer
aggressiveren Metastasenbildung und einer erhéhten Chemoresistenz verbunden ist
[42, 43]. EMT ist kein krebsspezifisches Programm, da Typ | EMT zustandig fir die
Implantierung, Embryogenese und Organentwicklung ist. Der Typ Il EMT st
malfdgeblich beteiligt an den Prozessen der Wundheilung, Geweberegeneration und
Organfibrose. In Krebszellen fuhrt die EMT zu einer Reaktivierung des embryonalen
Entwicklungsprogramms und ist somit verantwortlich fur die Bildung von Metastasen,
es handelt sich hierbei um EMT vom Typ |l [44, 45]. Bekannte Markerproteine fur
epitheliale Zellen sind E-Cadherin und a-Catenin. Fir mesenchymale Zellen kann
entweder N-Cadherin, Vimentin oder B-Catenin als Markerprotein detektiert werden.

Die genannten Proteine sind in den jeweiligen Zelltypen Uberexprimiert [46].
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1.1.2. Die Zellen des Immunsystems und die Bildung von Leukamiezellen

Die Bildung von Blutzellen beginnt im Knochenmark aus Blutstammzellen. Dieser
Prozess wird Hamatopoese genannt [47, 48]. Je nach Funktion und Aufgabe
differenzieren die Stammzellen zu ihrer funktionstlichtigen Form und werden
anschlielend in die Blutbahn entlassen (Abb. 1).

Die Stammzellen entwickeln zunachst Vorlauferzellen, aus denen die einzelnen
Zellarten entstehen. Man unterscheidet grundsatzlich zwischen einer myeloische und
einer lymphatischen Vorlauferzelle. Aus einer myeloischen Vorlauferzelle kdnnen sich
Thrombozyten, Erythrozyten, Granulozyten (polymorphonuclear leukocytes, PMN),
Mastzellen und Monozyten entwickeln, wobei die Monozyten die Vorlauferzellen der
Makrophagen und der dendritischen Zellen (DC) sind. Aus einer lymphatischen
Vorlauferzelle kdnnen zum einen die T- und B-Zellen entstehen, zum anderen kénnen
sich daraus auch naturliche Killerzellen (NK) entwickeln [49, 50].

Erythrozyten werden auch rote Blutkorperchen genannt, da sie den Blutfarbstoff
Hamoglobin tragen und flir den Sauerstofftransport im Blut zustandig sind. Dartber
hinaus sind Erythrozyten nicht mehr teilungsfahig, da sie keinen Nukleus und keine
Organellen besitzen [51]. Leukozyten reprasentieren die wei3en Blutkérperchen, die
so genannt werden, da sie nicht den roten Blutfarbstoff Hdmoglobin tragen. Diese
Zellen besitzen einen Zellkern und sind die zentralen Bestandteile der humanen
Immunabwehr, welche wiederum in die unspezifische und die adaptive Immunabwehr
unterteilt werden [52-56]. Zu den Leukozyten gehdren Lymphozyten, Granulozyten,
Monozyten, Mastzellen und DC [51].

Die unspezifische Immunabwehr ist angeboren und reagiert sehr schnell gegen
Erreger, die als korperfremd eingestuft werden. Zu den Zellen der unspezifischen
Immunabwehr gehéren Granulozyten, Monozyten, DC, Mastzellen und Makrophagen.
Die Erreger oder der Fremdkorper werden verdaut und durch Phagozytose beseitigt
[57]. Die adaptive oder auch die spezifische Immunabwehr zeichnet sich durch ihre
grolde Anpassungsfahigkeit aus, die auch durch die Ausbildung von Gedachtniszellen
gekennzeichnet ist. Die wichtigsten Bestandteile der spezifischen Immunabwehr sind
die T - und B-Zellen. Diese gehoren zu den Lymphozyten und reifen im Gegensatz zu
den anderen Zellarten nicht im Knochenmark, sondern erstim lymphatischen Gewebe

heran.
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B-Zellen kénnen durch kérperfremde Antigene aktiviert werden, wodurch sie zu
Gedachtniszellen und Antikdrper produzierenden Plasmazellen differenzieren.
T-Zellen tragen auf der Zelloberflache T-Zell-Rezeptoren, mit denen Antigene erkannt
werden [58]. Sind T-Zellen Uberaktiv, so greifen sie unabhangig von einem
Infektionsausbrauch, die kérpereigenen Zellen und das zentrale Nervensystem an. So
entsteht beispielsweise die Autoimmunkrankheit Multiple Sklerose [59, 60].

Wird die Reifung und Differenzierung einzelner Blutzellen durch eine Fehlregulation
der Kontroligene beeinflusst, so konnen keine funktionstichtigen Blutzellen mehr
produziert werden, wodurch die unterschiedlichen Funktionen nicht mehr ausgefuhrt
werden kénnen. In den meisten Fallen sind Leukozyten davon betroffen, wodurch das
Immunsystem stark angegriffen wird. Die fehlgebildeten Leukozyten (= Blasten)
werden in die Blutbahn entlassen, vermehren sich unkontrolliert und verdrangen
allmahlich die Bildung von funktionstichtigen Blutzellen [61, 62]. In diesem Fall spricht
man von einer Leukamie oder auch Blutkrebs [63]. Typische Symptome fur die
Leukdmie sind Blutarmut (Anamie) [64], erhohte Infektionsgefahr [65] und starke

Blutungsneigung durch eine Gerinnungsstorung [66, 67].
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Abbildung 1: Hamatopoese von gesunden Blutzellen (links) und von Leukdmiezellen (rechts). Diese
graphische Darstellung wurde mit den Informationen aus den Quellen [49, 50, 52-56, 61-66] selbst erstellt.
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Leukamiezellen kénnen sich entweder aus den myeloischen oder lymphatischen
Vorlauferzellen bilden [68]. Man unterscheidet aulerdem zwischen einer chronischen
und einer akuten Leukamie. Bei einer akuten Erkrankung kann die Krankheit innerhalb
von wenigen Wochen zum Tode fihren, wenn diese nicht rechtzeitig erkannt und
behandelt werden. Bei einem chronischen Verlauf bleibt die Krankheit in den meisten
Fallen fir eine lange Zeit unentdeckt, da die Symptome oft schwacher und schleichend
sind. Aufgrund dieser Unterscheidungen konnen vier Hauptklassen der Leukamie
beschrieben werden: die akute lymphatische Leukamie (ALL), die chronische
lymphatische Leukadmie (CLL), die akute myeloische Leukamie (AML) und die
chronische myeloische Leukamie (CML) [69, 70].

Wie bei anderen Krebsarten wird Leukamie auch durch Zytostatika oder ionisierende
Strahlung behandelt. Je nach Art der Erkrankung, Alter und Zustand des Patientinnen
gibt es verschiedene Behandlungsmethoden mit unterschiedlicher Heilungschance.
Eine rechtzeitige Entdeckung und Behandlung von AML fuhrt in 50-60 % der Falle zu
einer kompletten Remission [71, 72], wahrend bei einer CML zu 90 % eine vollstandige

Remission eintreten kann [73, 74].

1.2. Posttranslationale Modifikationen von Proteinen

Proteine konnen nach ihrer Synthese modifiziert werden. Man spricht hierbei von einer
posttranslationalen Modifikation der Proteine, wobei Phosphorylierungen, Lipidierung
und Glykosylierung am haufigsten auftreten. Darlber hinaus kann es auch zu einer
Acetylierung, Ubiquitinierung oder Methylierung der Proteine kommen [75].
Phosphorylierungen werden durch Proteinkinasen durchgefuhrt, welche unter ATP-
Verbrauch Phosphatgruppen auf Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste reversibel
Ubertragen. Daher werden Kinasen in die Klassen der Serin/Threonin- und
Tyrosinkinasen unterteilt [76]. Durch eine Phosphorylierung kann die Funktion des
Proteins modifiziert werden, wobei es zu einer Aktivierung oder Deaktivierung des

Proteins kommen kann.
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Die bekanntesten Ser/Thr-Kinasen sind Ataxia Telangiectasia mutated (ATM), ATM
and Rad3 related (ATR), Checkpoint Kinase 1 (CHK1), Checkpoint Kinase 2 (CHK2),
MAPK (extrazellular-signalregulierte Kinasen, ERK1/2), PKB (AKT1/2/3), sowie die
Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs). Ein bekannter  Vertreter  der
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) ist das FLT-3, welches in vielen AML Zellen mutiert
und fur den tédlichen Verlauf verantwortlich ist [77]. In vielen Krebsarten sind Kinasen
dysreguliert [78], wodurch zahlreiche Kinase-Inhibitoren entwickelt und analysiert
wurden [79-81].

1.2.1. Proteinphosphatase 2A

Der Gegenspieler der Proteinkinase ist die Proteinphosphatase. Diese spalten
hydrolytisch die Phosphatgruppen von vielen physiologisch wichtigen Proteinen. Da
bereits viel an Proteinkinasen geforscht wurden, aber nur wenig tber die Wirkung und
Funktionen von Phosphatasen als therapeutisches Ziel bekannt ist, ricken diese
immer mehr in den Fokus der Krebsforschung. Dabei ist das therapeutische Potenzial
noch nicht voll ausgeschopft [82].

Die Proteinphosphatase 2A (PP2A) ist ein heterotrimeres Enzym, welches in vielen
zellularen Prozessen wie der DNA-Reparatur, Apoptose, Autophagie und
Zellproliferation beteiligt ist [83-85]. Diese Ser/Thr-Phosphatase besteht aus drei
Untereinheiten: die gerUstbildende Untereinheit PP2A-A, die katalytisch aktive
Untereinheit PP2A-C und die regulatorische Untereinheit PP2A-B. Der jetzige Stand
der Forschung beschreibt vier verschiedene Klassen von Untereinheiten des B-Typs,
die mindestens 24 weitere verschiedene Isoformen und Spleilvarianten enthalten.
Aufgrund dieser Vielfalt bestimmt die regulatorische Untereinheit die Substratspezifitat
(Abb. 2). Das in dieser Dissertation im Fokus stehende Protein PR130 (B“a1), ist eine
Isoform der regulatorischen Untereinheit PP2A-B und leitet sich ebenso wie das PR72
(B“a2) von dem Gen PPP2R3A ab. Dabei ist PR72 nur im Herz- und
Skelettmuskelgewebe vertreten [83], wohingegen PR130 in verschiedenen
Gewebsarten exprimiert wird. Zusatzlich ist PR130 an der Steuerung tumorrelevanter
Funktionen in diversen Krebszellen beteiligt, da das Schicksal von Zellen bei

replikativem Stress tUber PR130 gesteuert wird [86].
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Abbildung 2: Relevante Funktionen und Untereinheiten der Proteinphosphatase 2A. Die Mitglieder der
regulatorischen Untereinheit PP2A-B sind detailliert dargestellt; PR130 gehért zu der regulatorischen Untereinheit
von PP2A. Diese graphische Darstellung wurde mit den Informationen aus der Quelle [83] selbst erstellt.

Die Kinasen CHK1 oder CHK2 kdnnen durch PP2A dephosphoryliert und somit
deaktiviert werden [87, 88]. Auch eine Interaktion zwischen PP2A und der
Masterkinase ATM wurde in Lymphoblastenzellen beschrieben. So konnte gezeigt
werden, dass die Untereinheiten PP2A-A und PP2A-C in der Lage waren, eine
Phosphorylierung von ATM an Ser1989 in normal proliferierenden Zellen zu
unterdriicken [89]. Bei der Induktion der DDR, dissoziieren die PP2A Untereinheiten,
wodurch eine Autophosphorylierung von ATM an Ser1989 stattfindet und die
Rekrutierung weiterer Proteine in der Signalkaskade ermdglicht [89]. Somit ist PP2A
in der Lage die DDR zu modulieren.

Eine Dysregulation von PP2A stand haufig im Zusammenhang mit verschiedenen
Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, diversen Autoimmunkrankheiten und
Krebserkrankungen [90-94]. In humanen Krebszellen liegt einerseits die Vermutung
nahe, dass PP2A ein Tumorsuppressorgen ist, da dieses haufig inaktiv ist [94].
Andererseits war PP2A-C in einem Mausmodell Uberexprimiert und stand im direkten
Zusammenhang mit der Anzahl und Grofde von Tumoren. Dieser Befund deutet auf die
onkogene Funktion von PP2A hin [95, 96]. In mehreren Krebserkrankungen korreliert
eine hohere Expression der regulatorischen Untereinheit mit der Aggressivitat der
Tumoren. So wurde bei Magenkrebs eine erhohte Expression von PPP2R2D
nachgewiesen. In Leberkarzinomen lag eine Uberexprimierung an PPP2R3A/PR130
vor [96-100].
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In PDAC Karzinomen wurde ein Zusammenhang zwischen der PPP2R3A-mRNA-
Expression und der Uberlebenschance von den betroffenen Patientinnen beschrieben,
wobei eine Uberexprimierung von PR130 mit einer schlechten Prognose verbunden ist
[101].

In Kolonkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass PR130 die PP2A-abhangige
Dephosphorylierung von ATM fordert, wobei die Aktivitat von PR130 selbst von den
Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 negativ reguliert wird. Die Verwendung eines
HDAC Inhibitors (HDACI) in HCT116 Zellen zeigte bereits, dass eine Phosphorylierung
von ATM unterdrickt und eine Phosphorylierung von CHK1 abgeschwacht wurde.
Damit die Checkpoint-Signalkaskade in Zellen mit replikativem Stress ordnungsgemaf
ablaufen kann, ist die unterdriickte Expression von PR130 durch HDAC1/HDAC2
essenziell (Abb. 4) [86].

PPP2R5A, eine weitere regulatorische Untereinheit, wurde in metastatischen PDAC
Karzinome beschrieben [102]. Bis heute ist unklar, ob und wie bestimmte PP2A-B
Untereinheiten die Karzinogenese beeinflussen. Bisher konnte keine Korrelation
zwischen der Expression von bestimmten PP2A-B Proteine in einer bestimmten
Tumorart beschrieben werden. Da PP2A in zahlreichen Signalwegen involviert ist und
eine hohe Anzahl an Untereinheiten aufweist, ist das Wissen Uber den genauen
Wirkmechanismus von PP2A noch begrenzt [103]. Daher ist die Klarung der
Funktionen von PP2A von besonderer Bedeutung und bietet moglicherweise ein

attraktives Ziel fur eine gezielte therapeutische Behandlung von PDAC.

1.2.2. Histondeacetylasen

Histone sind Proteine, die fur die Kondensation und Stabilisation der DNA essenziell
sind. Die Faltung der DNA, um sie kompakt in den Nukleus zu verpacken, erfolgt
hierbei nicht willkirlich. Die DNA wird um das Histon gewickelt, wobei jeweils acht
Histone sich zu einem Nukleosom ausbilden. Kondensieren mehrere Ketten an
Nukleosomen, so bilden sich Chromosomen. Die hohe Bindungsaffinitat zwischen der
DNA und den Histonen beruht auf den unterschiedlichen Ladungen. Wahrend Histone
aufgrund ihrer hohen Anzahl von Lysin- und Arginin-Reste positiv geladen sind, ist die
DNA aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladen [104]. Histone kdnnen reversibel
posttranslational modifiziert werden, indem sie acetyliert, methyliert oder

phosphoryliert werden.
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Durch diese Modifikationen werden Konformationsanderungen ausgelost [105].Bei
einer Acetylierung der Histone wird eine Acetylgruppe von Histonacetyltransferasen
(HATs) auf die Lysinreste der Histone Ubertragen, wodurch die positive Ladung
neutralisiert wird. Dies hat eine Lockerung der kondensierten DNA zur Folge, da die
Wechselwirkungen zwischen dem Histon und der DNA abgeschwacht sind. Dieser
Vorgang ist bei der Transkription besonders von Bedeutung, da die DNA so
zuganglicher fur Transkriptionsfaktoren gemacht wird. Die Acetylgruppen werden
anschlieend von HDACs wieder entfernt, die DNA geht in ihre maximal kondensierte
Form zurlick und die Transkription wird gestoppt. HDACs Ubernehmen aufgrund ihrer
Funktion eine zentrale Rolle bei der Regulation der Transkription [106], der DNA
Reparatur, Apoptose, Autophagie sowie bei der Differenzierung und Proliferation von
Zellen [107-113]. Darlber hinaus kann der Zellzyklus, vor allem am G1/S-Ubergang,
durch HDACs kontrolliert werden [75].

Die Familie der HDACs werden aufgrund ihrer Lokalisation und Struktur in
unterschiedliche Klassen unterteilt. Man unterscheidet hier grundsatzlich zwischen
den zinkabhangigen Klassen I, Il und IV und der NAD+ abhangigen Klasse Il [114]
(Tabelle 1). Die HDACs der Klassen |, Il und IV verwenden Zn?* zur Polarisierung von
Wasser fur den nukleophilen Angriff auf die Acetylgruppe in acetylierten Lysinresten

[115].
Tabelle 1: Einordnung der HDAC Klassen und Auflistung ihrer Mitglieder.

Klasse HDACs Co-Faktor
I HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8 Zn?
lla HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 Zn?
lIb HDAC6, HDAC10 Zn?
\Y HDAC11 Zn?
1 SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, SIRT7 NAD+

In gesunden Zellen besteht ein Gleichgewicht zwischen den HATs und HDACs. In
Krebszellen ist dieses Gleichgewicht jedoch gestért und die Expression von HDACs
dominiert (Abb.3A) [116]. Dies hat zur Folge, dass die Transkription von Onkogenen

und Tumorsuppressorgenen verandert werden [117].
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Um dem entgegenzuwirken, werden HDACi eingesetzt, welche zu einer
Hyperacetylierung von Histonen fuhrt und das Gleichgewicht zwischen HATs und
HDACs wiederherstellt (Abb. 3B) [118]. Die Expression zahlreicher Proteine werden
normalisiert, wodurch im ldealfall die Progression der Krebserkrankung unterdrickt
wird [117]. Die Anwendung von HDACI ist nach aktuellem Stand der Krebsforschung

vielversprechend [119].
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Abbildung 3: Die Rolle der Histondeacetylase und der Histonacetyltransferase in Zellen. (A) In Krebszellen
dominiert die Anzahl an HDACs und (B) durch die Zugabe von MS-275 kann die HDAC Aktivitat geblockt werden.
Diese graphische Darstellung wurde mit den Informationen aus den Quellen [116, 117] selbst erstellt.
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1.3. DNA-Schadensantwort und DNA-Reparaturmechanismen

Vor allem die Uberexpression der Mitglieder der HDAC1 Familie wird meistens in
Zusammenhang mit Krebserkrankungen gebracht [117, 120-125]. Diese sind im
Zellkern lokalisiert und kénnen durch die Verabreichung von Entinostat (MS-275),
Romidepsin (FK228) oder Valproinsaure (VPA) inhibiert werden, wobei VPA ebenfalls
die Klasse llader HDAC Familie inhibiert [126, 127]. FK228 inhibiert spezifisch HDAC1
und HDAC2 [128-130], wahrend MS-275 selektiv HDAC1 — 3 inhibiert [131]. Durch die
HDACi werden zellulare Prozesse, wie Differenzierung, Zellzyklusarrest oder
Apoptose induziert [132]. Daruber hinaus kann eine Inhibierung der DNA-Reparatur
beobachtet werden, die zusatzlich durch eine Bestrahlungstherapie oder in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika zu einer erhohten Induktion der
Apoptose fuhrt [112, 113, 133-136].

Derzeit wird MS-275, ein synthetisches Benzamid-Derivat, in der Behandlung von
Patientinnen mit Leukamie, Lymphomen oder soliden Tumoren eingesetzt [137-140].

1.3.1. DNA Schaden und Aktivierung der DNA-Schadensantwort

Das menschliche Genom ist tagtaglich tausenden von DNA Schaden ausgesetzt [141,
142]. Dabei kann es zu einer Blockade der DNA-Replikation oder -Transkription
kommen, welche wiederum zur Entstehung von Mutationen fuhrt. Diese genomische
Instabilitat, sofern sie nicht vollstandig repariert werden, ist die Ursache fur die
Entstehung von degenerativen Krankheiten wie Krebs. Andererseits steht sie jedoch
auch fur genetische Vielfalt, da bei der evolutionaren natirlichen Selektion auftretende
Mutationen von Vorteil sein konnen [143]. Es entstehen hierbei La&sionen
unterschiedlichster Art, die ebenfalls verschiedene Auswirkung auf die betroffenen
Zellen haben. Um sich vor derartigen Lasionen zu schutzen, besitzen Zellen
hochkonservierte und komplexe Mechanismen, die bei Bedarf aktiviert werden, um
Schaden zu detektieren und zu reparieren [144]. Dieser Vorgang wird im Allgemeinen
als DNA damage response (DDR) bezeichnet [142, 145].
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Die Schaden an der DNA-Doppelhelix kénnen entweder nur in einem oder in beiden
Strangen auftreten. Dabei kdnnen Basen oder ganze Nukleotide modifiziert werden;
es konnen aullerdem Insertionen, Deletionen, Fehlpaarungen und DNA-Addukte
auftreten [146, 147]. Dartber hinaus kann es zu einem Einzelstrangbruch (ESB) oder
einem Doppelstrangbruch (DSB) kommen, wobei DSBs besonders mutagen und
zytotoxisch sind [148, 149].

Die Aktivierung der DDR erfolgt Uber zwei grof3e Signalwegen. Bei ESBs wird der ATR-
CHK1 Weg aktiviert, wohingegen bei DSBs der ATM-CHK2 Weg eingeleitet wird
(Abb. 4) [150-153]. AulRer diesen beiden Signalwegen kann bei einem DSB auch die
Kinase DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) zur
Schadensstelle rekrutiert werden. Dabei bildet das Enzym DNA-PKcs mit Ku70/Ku80
ein Komplex, welches als DNA-anhangige Kinase (DNA-PK) bezeichnet wird [154].
Sowohl ATM, als auch ATR oder DNA-PKcs sind Ser/Thr-Kinasen und werden der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K/Pl14K)-Familie zugeordnet [155]. Die Aktivierung
dieser Signalkaskaden kann entweder einen Zellzyklusarrest verursachen oder eine
DNA-Reparatur einleiten [156]. Darlber hinaus kann die DDR zum Eintritt in die
Seneszenz [157, 158] oder bei irreparablen Schaden zum Zelltod flhren [149, 159].

Dephosphorylierung

DNA
Schaden

Zellzyklus Kontrolle

Abbildung 4: Aktivierung der DNA-Schadensantwort in einer Zelle. Durch die Detektion von Replikationsstress
wird ATR aktiviert und phosphoryliert, was eine Phosphorylierung von ATM und CHK1 zur Folge hat. ATM
phosphoryliert CHK2 und weitere nachgeschaltete Proteine wie p53 und p21. Die Aktivierung dieser Signalkaskade
flihrt zu einem Stillstand des Zellzyklus und verschiedene Reparaturmechanismen werden aktiviert, um eine
Replikation von geschédigter DNA zu verhindern. Sind die Schéden irreparabel, so wird die Apoptose eingeleitet.
Die Expression von PR130 wird durch die Aktivitit der HDACs reguliert. HDAC1/2 kénnen an den PPP2R3A
Promotor binden und die PR130 Expression unterdriicken. Der PP2A-PR130-Komplex kontrolliert den Zellzyklus
und entscheidet (iber das Schicksal der Zellen. Der Komplex bindet direkt an p-ATM, was zur Dephosphorylierung
von ATM fiihrt. AuBerdem wird die CHK1 Phosphorylierung lber den PP2A-PR130-Komplex kontrolliert. Diese
Abbildung wurde nach [86] modifiziert.
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1. Einleitung

Bei einem DSB wird der MRN-Komplex (MRE11-RADS50-NBS1-Komplex) sofort an die
offenen DNA-Enden rekrutiert [160-162]. ATM bindet an den MRN-Komplex und wird
durch eine Autophosphorylierung an Ser1981 aktiviert. Iminaktiven Zustand liegt ATM
als Dimer oder Heterodimer vor. Bei einer Aktivierung dissoziieren die Heterodimere
zu Monomeren, welche eine Phosphorylierung und Aktivierung von CHK2 an Thr68
zur Folge hat [163, 164]. Ein weiteres Protein, welches zu den friihesten Zielproteinen
von ATM zahlt, ist das Histon H2AX [165]. Als direktes Zielprotein von ATM wird H2AX
an Ser139 phosphoryliert und wird in diesem Zustand als y-H2AX bezeichnet [166,
167]. Durch die Bindung von y-H2AX wird die DNA stabilisiert und ermdoglicht die
Bindung von DNA-Reparaturfaktoren [168, 169]. y-H2AX ist somit ein wichtiger Marker
fur DSBs und kann ebenfalls durch DNA-PKcs phosphoryliert werden.

Ein wichtiger Marker fur die ESB stellt das replication protein A (RPA), welches mit
einer sehr hohen Affinitdt an die Einzelstrang-DNA (single strand DNA, ssDNA) bindet
[170]. Die ssDNA tritt vor allem in der S-Phase der Mitose auf. Die doppelstrangige
DNA wird durch die Minichromosome Maintenance (MCM) Helicasen entspiralisiert.
Falls in dieser Phase ein Nukleotidmangel vorliegt, entstehen dadurch die instabilen
ssDNA [156, 159, 171, 172]. Durch die Bindung von RPA an die ssDNA wird das ATR
interacting protein rekrutiert und gebunden [153, 162, 173]. Dadurch wird ATR an
Thr1989 phosphoryliert und aktiviert. In Folge dessen erfolgt eine Phosphorylierung
von CHK1 an Ser317 oder Ser345 [150].

Die Aktivierungen von ATM, ATR und DNA-PKcs konnen nicht unabhangig
voneinander betrachtet werden, da diese drei Masterkinasen Uber 700 Proteine
regulieren und es Uberschneidungen bei deren Zielproteinen gibt [159, 174, 175]. ATR
ist in der Lage ATM zu rekrutieren, wohingegen DNA-PKcs ATM inhibieren kann [176].
Wiederum kann ATM die Kinasen ATR und CHK1 phosphorylieren [175, 177]. Werden
die Checkpoint-Kinasen phosphoryliert, kommtes zu einem Zellzyklusstopp, damit die
beschadigte DNA nicht weitergegeben wird und sich keine Mutationen bilden konnen
[156, 178].
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Ein weiteres gemeinsames Zielprotein von ATM und ATR st das
Tumorsuppressorprotein p53. Dieses Ubernimmt eine zentrale Rolle in der
Zellzyklusregulation, bei der Aktivierung von DNA-Reparaturwegen oder bei der
Induktion des Zelltodes. Das Protein p53 kann sowohl von ATM als auch von ATR an
Ser15 phosphoryliert und aktiviert werden [159, 179]. Im Ruhezustand wird p53 von
den E3-Ligasen MDM2 (mouse double minute 2 homolog) und MDM4 negativ reguliert,
welche p53 kontinuierlich bei intakter DNA abbauen [180]. Durch die Phosphorylierung
durch ATM oder ATR koppelt sich p53 ab, akkumuliert und entscheidet je nach
Schwere des Schadens, ob ein Zellzyklusarrest oder die Apoptose (programmierter
Zelltod) eingeleitet wird [179, 181].

Durch die Induktion von MGMT (O°%-methylguanine-DNA-methyltransferase) oder
MSH2 (MutS homolog 2) wird eine DNA Reparatur eingeleitet. Werden jedoch die pro-
apoptotischen Proteine der BCL-2 Familie wie NOXA, PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis) oder BAX (BCL-2-associated X protein) durch p53 aktiviert, so
kommt es zu einer Induktion der Apoptose [156, 159, 182-184]. Einen direkten Einfluss
auf den Zellzyklus hat p53 durch Aktivierung seines direktes Zielproteins p21., welches
das wichtigste und bekannteste Protein der CDK-Inhibitorprotein (CIP) Familie ist. Das
Protein p21 unterdrickt am G1/S-Kontrollpunkt die CDK2/CyclinE-Aktivitat, sodass es
zu einem Zellzyklusstopp und einer Akkumulation in der G1-Phase kommt [185-187].
Durch die vielfaltige Rolle von p53 wird dieses Protein auch als Wachter des Genoms
bezeichnet [156, 184]. Es ist daher auch nicht verwunderlich, dass viele Krebsarten
eine p53-Mutation aufweisen, wodurch die natirliche Kontrollfunktion von p53
eingeschrankt oder unterdrickt ist und die Zellen somit dem Zelltod entkommen
konnen [188, 189].
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1.3.2. DNA-Reparaturmechanismen

Irreparable ESBs und DSBs kdnnen die Apoptose in einer Zelle einleiten [190]. Tritt
der Schaden in der S- oder G2- Phase auf, so wird dieser Uber die Homologe
Rekombination (HR) repariert, da ein komplementdres Schwesterchromatid als
Vorlage bendtigt wird. RAD51 ist hierbei das Protein, das fur Einleitung der HR
essenziell ist. Bei einem ESB entstehen ssDNA, die unmittelbar nach der Entstehung
von RPA umhullt werden. Anschlie3end wird RPA durch RAD51 ersetzt, welches nach
der komplementaren Sequenz sucht und mit dieser interagiert, sodass die HR ablaufen
kann [191, 192].

Ist der Schaden in der Gap 0/Gap 1-Phase (G0/G1), so wird der Mechanismus des
non-homologous DNA end joining (NHEJ) fur eine Reparatur aktiviert. DSBs werden
abhangig von der Zellzyklusphase durch dieser beiden Mechanismen behoben, wobei
die NHEJ schneller, aber dafur fehleranfalliger ist als die HR [160, 161]. NHEJ startet
mit der Erkennung des DSBs durch das Dimer Ku70/Ku80, welches direkt an die
Bruchstelle bindet und DNA-PKcs rekrutiert. Anschliel3end bilden die Ligase IV und
der X-Ray Repair Cross Complementing 4 einen Komplex und verbinden die Enden
des DSB miteinander. Auftretende Mutationen werden bei diesem Schritt in den

reparierten DNA-Strang eingebaut [193].

NHEJ

NHEJ
friihe

S Phase

G1

HR

HR

Abbildung 5: Die DNA-Reparaturmechanismen sind zellzyklusabhéngig. In der G1- und der frilhen S-Phase
wird bei einem DNA Strangbruch die NHEJ aktiviert. In der G2 und der S-Phase wird die HR zur Reparatur von
Strangbriichen an der DNA aktiviert. Die Abbildung wurde mit Hilfe von den Quellen [160, 161, 191, 192] selbst
erstellt.

21



1. Einleitung

1.3.3. Hydroxyurea (HU)

Das Zytostatikum Hydroxyurea (HU) ist ein Inhibitor der Ribonukleotid-Reduktase
(RNR), welches die Umwandlung von Ribonukleotidtriphosphat (rNTP) in
2'-Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP), katalysiert [194]. Damit ist die RNR direkt
an der DNA-Synthese beteiligt (Abb. 6A). Die Wirkung von HU zeigt sich in der
S-Phase, indem es Replikationsstress (RS) induziert und einen S-Phase-Arrest
herbeifthrt. Die Hemmung der RNR durch HU ist reversibel, eine hohe Dosis oder eine
langere Behandlungszeit kann jedoch den Zelltod herbeifGhren [195]. HU wird als
Kapsel oral eingenommen und wird heutzutage als Zytostatikum erfolgreich bei CML
[196, 197] oder zur Therapie einer Sichelanamie [198] eingesetzt. Neueste Studien
zeigten auch eine Wirksamkeit bei der Behandlung von Alzheimer [195] und als
Folgetherapie nach einer Resektion von Hals- und Nackenkarzinomen [199].

RNR besteht aus den zwei homodimeren Untereinheiten ribonucleotide reductase
regulatory subunit M1 (RRM1) und ribonucleotide reductase regulatory subunit M2
(RRM2), wobei RRM2 die kleinere Untereinheit ist (Abb. 6B). Diese Untereinheit weist
einen stabilen Di-Eisen-Tyrosyl-Radikal-Cofaktor auf, wahrend RRM1 sich durch eine
katalytische und zwei allosterische Regulationsstellen auszeichnet [200-202]. Durch
einen  Radikaltransfer wird die Umwandlung von Ribonukleotiden in
2'-Desoxyribonukleotide katalysiert. Eine Behandlung mit HU I6st eine Reduktion des
Radikalzentrums von RRM2 aus, wobei HU als Radikalfanger dient und das
entstandene Radikal komplexiert [203]. Basierend auf diesem Mechanismus wird die
RNR durch HU inhibiert, was wegen der erhohten Teilungsrate von Krebszellen und
dem damit verbundenen hdheren Verbrauch an dNTPs vorteilhaft ist. Durch HU kann
dieser hohe Bedarf nicht mehr gedeckt werden, so dass es zum RS kommt. Die
Replikationsgabeln werden angehalten und die Zellen arretieren in der S-Phase.
Dadurch entstehen ESBs und DSBs, welche die Zelle durch die
Reparaturmechanismen NHEJ oder HR zu reparieren versucht. Gelingt dies nicht, so

wird in den betroffenen Zellen Apoptose induziert [171].
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Abbildung 6: Die Aktivitét der Ribonukleotidreduktase wird durch Hydroxyurea inhibiert. (A) Durch HU kommt
es in behandelten Zellen zu einem Zellzyklusstopp in der S-Phase. (B) Die RNR besteht aus den Untereinheiten
RRM1 und RRM2, wobei das Di-Eisen-Tyrosyl-Radikal sich in der kleineren Untereinheit RRM2 befindet. Die
Abbildung wurde mit den Informationen aus den Quellen [194, 202] erstellt.

1.3.4. COH29 als RNRIi

Im Laufe dieser Arbeit wurde ein weiterer RNR-Inhibitor getestet. Es handelt sich
hierbei um COH29 [204]. Dieser befindet sich derzeit in der praklinischen Entwicklung
[204, 205]. COH29 ist eine Thiazolverbindung, die eine hoch konservierte
Ligandtasche zwischen der RRM1- und RRM2-Untereinheit besetzt und somit die
Funktion der RNR inhibiert. Es wurde bereits nachgewiesen, dass die Wirkung con
COH29 in vitro bei Konzentrationen von weniger als 10 uM eintreten. Auch hier
verursacht die Inhibierung von RNR durch COH29 RS, wodurch die Zellen in der
S-Phase arretieren und einen Zelltod zur Folge hat. Aufgrund der Tatsache, dass
COH29 kein Eisenchelator ist, wird darauf spekuliert, dass mégliche Nebenwirkungen
bei der Behandlung reduziert werden kdnnen [204].
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1.3.5. Irinotecan (IT)

Irinotecan ist ein Inhibitor der Topoisomerase-1 (TOP-1) [206] und wird unter dem
Handelsnamen Campto© [207] oder Camptosar© [208] bei Patientinnen mit
Darmkrebs und Pankreaskarzinomen im FOLFOXIRI oder FOLFIRINOX Schema
verabreicht [209]. Die Funktion der TOP-1 ist die Entspiralisierung bzw. die
Entspannung der DNA-Doppelhelix bei der DNA-Replikation und -Transkription. Dabei
werden ESBs erzeugt, die im Normalfall durch TOP-1 stabilisiert werden [210]. Wird
die TOP-1 gehemmt, so kdonnen DNA-Strangbriche nicht wieder verschlossen
werden, die Replikationsgabel wird blockiert und es kommt zum Abbruch der
Replikation [211]. Da die TOP-1 ein replikationsspezifisches Enzym ist, zeigt sich die
Wirkung von IT spezifisch in der S-Phase [206]. IT wird in der Leber durch die
Carboxylesterase-l und -1l in seine aktive Form SN-38 metabolisiert (Abb. 7) [212].

Irinotecan SN-38

Abbildung 7: Strukturformel von IT und seiner aktiven Form SN-38. Erstellt nach den Angaben von [212, 213].
Neueste Studien zeigen, dass IT nicht spezifisch die TOP-1 inhibiert. Die aktive Form
SN-38 interagiert mit der E3-Ligase MDM2, welches zusammen mit MDM4 das
Tumorsuppressorprotein p53 negativ reguliert (s. Kapitel 1.3.1) [180]. Daruber hinaus
kann IT auch die Expression des anti-apoptotischen Proteins BCL-X. unterdricken
[214]. Durch die Interaktion mit MDM2 und BCL-XL kann IT die p53-abhangige
Apoptose induzieren [215], was die Effizienz dieser Substanz gegenuber Krebszellen
erhoht.
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1.3.6. Phendion (1,70 - Phenanthrolin - 5,6 - dion, PD)

@) O

7 N\
—N N=
Abbildung 8: Chemische Strukturformel des PP2 Inhibitors PD.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Funktionen von PP2A pharmakologisch
untersucht. Dafur wurde der neuartige niedermolekulare (small molecule) PP2A
Inhibitor (PP2Ai) Phendion (PD) verwendet, der gezielt und selektiv die Aktivitat von
PP2A inhibiert, ohne dabei andere Proteinphosphatasen wie PP1-Ca oder PP1-Cp zu
beeinflussen (Abb. 8). Die Wirkung von PD wurde in Melanomzellen untersucht und
zeigte in diesen Zellen vielversprechende Ergebnisse [216]. Dabei wurde PD direkt mit
einem weiteren potenten PP2Ai verglichen, welches sich bereits in der Phase | der
klinischen Forschung befindet [85]. Es handelt sich hierbei um die gut erforschte
Substanz LB100 [217, 218], fur welche in neueren Studien auch eine Inhibierung der
katalytischen Untereinheit PPP5C gefunden wurde [219]. Die Behandlung mit PD oder
LB100 aktivieren die DDR. Der 1Cso Wert von LB100 in A-375 Zellen belauft sich auf
4.9 uyM. Im Gegensatz dazu wurde fur PD in derselben Zelllinie ein 1Cso Wert von
0.1 uM festgestellt. Somit zeigte PD im direkten Vergleich eine hohere Effizienz.
Darlber hinaus ist PD in der Lage, eine Akkumulation von DNA-Schadensmarkern zu
induzieren, die nicht mit DNA-Strangbrichen einhergehen [216].

In der Krebsforschung werden neben LB100 weitere PP2Ai verwendet, wie
Cantharidin [220] oder Okadasaure [221], wobei beide keine selektive Hemmwirkung
auf PP2A besitzen. Okadasaure hemmt ebenfalls PP1 [221], wahrend Cantharidin
sowohl PP1 als auch PP5 inhibiert [222].

Da die Wirkung von PD noch unerforscht ist, ist es von besonderem Interesse, ob die
Anwendung dieses Inhibitors auch fiur eine gezielte Therapie in anderen Krebsarten
geeignet ware. Im Rahmen dieser Dissertation wird seine Wirkung in

Pankreaskarzinomzellen und in Leukamiezellen charakterisiert und diskutiert.
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1.4. Zellzyklus: Regulation und Kontrollpunkte

Der Zellzyklus beschreibt einen sich immer wieder wiederholenden Ablauf in der Zelle
und kann in die Interphase und die Mitosephase (M-Phase) unterteilt werden. In der
Interphase finden Prozesse, wie Zellwachstum und Zellstoffwechsel statt. In der
Mitosephase findet die Zell- und Kernteilung statt [223]. Eine Zykluslange betragt je
nach Zelltyp zwischen 18.5 — 27 h [224, 225].

Sowohl die Interphase als auch die M-Phase kdnnen in weitere Phasen unterteilt
werden. In der Interphase wird zwischen der G1-, S-, und der G2-Phase
unterschieden, wahrend die Mitose sich in Prophase, Metaphase, Anaphase und
Telophase eingliedern lasst [226, 227].

Die G1-Phase kommt direkt im Anschluss nach der Beendigung der Mitose. In dieser
Phase ist der Energieverbrauch besonders hoch, da die Zelle auf die S-Phase
vorbereitet wird, welche sich der G1-Phase direkt anschlie3t. Fur die S-Phase werden
Mikrotubuli, Replikationsenzyme, Proteine, Histone und mRNA (messenger RNA)
synthetisiert. Darlber hinaus ist diese Phase durch das Zellwachstum gepragt,
welches zusatzlich zum hohen Energieverbrauch beitragt [228]. Der G1/S-Ubergang
wird strengstens durch Cycline und ihre CDKs Uberwacht. An diesem
Restriktionspunkt wird entschieden, ob die Zelle in die S-Phase eintreten kann oder
auf Grund von Nahrstoffmangel, kritischer ZellgroRe oder fehlerhafter DNA in der
GO0-Phase arretiert [229].

Cycline und CDKs regulieren den Zellzyklus, in dem sie einen Komplex bilden und
somit den Ubergang in die nachste Phase freigeben [226, 230]. CDKs kdnnen von
Mitgliedern der CIP-Familie gehemmt werden. Darlber hinaus kénnen CDKs auch
phosphoryliert und dephosphoryliert werden [231], welches ein zusatzlicher
Kontrollmechanismus darstellt. Das wichtigste und bekannteste Protein der CIP-
Familie ist p21, welches durch p53 direkt reguliert wird (s. Kapitel 1.3.1.).

Da in der S-Phase die DNA-Replikation stattfindet, besteht bei Beendigung dieser
Phase jedes Chromosom aus zwei Chromatiden [227, 232]. In der G2-Phase wachst
die Zelle und nimmt ihre finale GroRe an, um sich fur anstehende Zellteilung in der
M-Phase vorzubereiten. In dieser Phase findet ebenfalls die Proteinbiosynthese statt
[233].
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Wie der G1/S-Restriktionspunkt, wird auch der Ubergang von der G2-Phase in die
Mitose strengstens durch die Aktivitat der CDKs und der Cycline tUberwacht. CDK1
(oder auch cell devision cycle 2, CDC2) und Cyclin B bilden in der G2-Phase den
mitosis-promoting factor (MPF), welcher fiir den Ubergang in die Mitose essenziell ist.
Dieser Komplex wird durch WEE1 negativ kontrolliert, indem WEE1 eine inhibierende
Phosphatgruppe auf CDK1 an Tyr15 Ubertragt [234, 235]. Diese Phosphatgruppe kann
nur durch CDC25c entfernt werden, was zu einer Aktivierung des MPFs fuhrt und den
Eintritt in die Mitose zur Folge hat [236]. CDC25c ist in der Interphase inaktiv, was sich
durch eine inhibierende Phosphatgruppe an Ser216 und die Bindung des Proteins
14-3-3 auszeichnet [237]. Diese inhibierende Phosphatgruppe kann in der Interphase
von CHK1 oder CHK2 Ubertragen werden. Der CDC25c¢/14-3-3 Komplex befindet sich
im Ruhezustand im Zytoplasma und wird erst bei Bedarf in den Nukleus rekrutiert, um
MPF zu dephosphorylieren und die Mitose somit einzuleiten (Abb. 9) [238-240].

oo oo
14-3-3
Ser216  CDC25 \
.Thmss
CDK2 CDK1/ D

(inaktiv)
CDC25

(aktiv) \ Thr138 cbc2 CyclinB
Y

QOA o

cbc25 Tyris PN o

|— % Adavosertib
(MK-1775)

MPE WEE1
Mitose —<+— (inaktiv)

MPF J_
(aktiv)

Mitose

Abbildung 9: Der G2/M Kontrollpunkt im Zellzyklus. In der Interphase ist CDC25 inaktiv, welches durch die
Bindung des Proteins 14-3-3 und einer Phosphatgruppe an Ser216 gekennzeichnet ist. In der Interphase kénnen
sowohl CHK1 als auch CHK2 das CDC25 an Ser216 phosphorylieren. Um CDC25 am G2/M Ubergangspunkt zu
aktivieren, wird CDC25 von CDK2 an Thr138 phosphoryliert, wodurch 14-3-3 freigesetzt wird. Nun ist CDC25 aktiv
und kann die inhibierende Phosphatgruppe von CDK1 auf sich nehmen, um den MPF Komplex zu aktivieren. Die
inhibierende Phosphatgruppe am MPF Komplex wurde zuvor durch WEET1 (ibertragen, um den Eintritt in die Mitose
bei Schéden in der DNA zu stoppen. MK-1775 inhibiert die WEE 1-Aktivitét, wodurch der MPF Komplex nicht negativ
reguliert werden kann. Eine Mitose kann nicht gestoppt werden und die Zellen enden in einer tédlichen mitotischen
Katastrophe. Diese Abbildung wurde mit den Informationen aus den Quellen [234-237] selbst erstellt.

27



1. Einleitung

Das Protein CDC25 ist ebenfalls ein direktes Zielprotein der PLK1, wobei PLK1 eine
Doppelrolle in der Zellzyklusregulation Ubernimmt [241-244]. Einerseits wird CDC25
von PLK1 an Ser198 phosphoryliert, wodurch der Import von CDC25c in den Nukleus
induziert wird [245, 246]. Andererseits kann WEE1 durch PLK1 phosphoryliert werden,
was zum Abbau der WEE1-Kinase fuhrt [247]. Beide Vorgange dienen dazu, die Zellen
in die Mitose zu bringen (Abb. 10) [248]. Dartber hinaus markiert PLK1 das Ende einer
Mitosephase durch die Phosphorylierung von Zentromerproteinen [249] und dem
APC-Komplex (anaphase promoting complex) [250]. APC ist eine E3-Ubiquitin-Ligase
und ist fur den Abbau mitotischer Cycline und CDKs verantwortlich [251]. Wird der
APC-Komplex durch PLK1 aktiviert, so kommt es zum Abbau von Cyclin A, Cyclin B
und CDK1, wodurch die Mitose beendet wird [252]. PLK1 selbst wird von dem Protein
Aurora phosphoryliert und aktiviert [241-244].

CDC25 Abbau von
(aktiv) PLK1 WEE1

Mitose t Mitose t

Abbildung 10: Die Aufgaben der Ser/Thr-Kinase PLK1 am G2/M Kontrollpunkt. PLK1 phosphoryliert CDC25 an
Ser198 und aktiviert somit die Translokation dieses Proteins in den Nukleus. Dort dephosphoryliert CDC25 den
MPF Komplex, um die Mitose anzutreiben. PLK1 kann ebenfalls WEE1 phosphorylieren, wodurch der Abbau dieses
Proteins aktiviert wird. Dadurch kann der MPF Komplex nicht mehr negativ kontrolliert werden und die Mitose wird
ebenfalls (iber diesen Mechanismus angetrieben. Diese Abbildung wurde aus den Informationen mit den Quellen
[241-247] selbst erstellt.

In der Mitose findet die Zellteilung statt. Die erste Phase der Mitose ist die Prophase.
Hier kondensieren die Chromosomen der Mutterzelle und erscheinen X-férmig, wobei
die zwei Schwesterchromatiden am Zentromer zusammengehalten werden. Die
Bildung des Spindelapparats, verbunden mit der Ausbildung der Mikrotubulis, findet

ebenfalls in dieser Phase statt.
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Die Grundstruktur der Mikrotubulis besteht dabei aus a/B-Tubulin-Heterodimeren, die
sich Kopf-an-Schwanz verbinden und somit einen hohlen Faden ausbilden [253]. Die
Zentrosome fangen an sich auf gegenuberliegende Polen zu platzieren. Die
Metaphase beginnt mit einer Auflésung der Zellmembran, gefolgt von einer finalen
Anordnung der Chromosomen entlang des Zellaquators. In der Anaphase werden die
Schwesterchromatiden  durch  die  Mikrotubulis  getrennt, wobei jedes
Schwesterchromatid zu den jeweiligen Zellpolen gezogen wird. Auch in der Mitose gibt
es einen Kontrollpunkt, welcher als Metaphase-Kontrollpunkt bezeichnet wird und zur
korrekten Ausflihrung der Mitose dient. Erst wenn alle Spindelfasern des
Spindelapparats mit dem Kinetochor verbunden sind und die Chromosomen sich in
der Aquatorialebene angeordnet haben, findet die Trennung der Chromatiden in der
Anaphase statt [254-258]. In der Telophase wird der Spindelapparat mit den
Mikrotubulis abgebaut, wobei gleichzeitig eine neue Zellmembran um die jeweiligen
Chromosomen ausgebildet wird. Nach dieser Phase ist die Mitose beendet und es
liegen zwei Tochterzellen vor.

Der Zellzyklus ist in Eukaryoten hochst komplex und findet stark konserviert statt,
wobei jeder Schritt fehlerfrei ablaufen muss [259]. In verschiedenen Krebsarten konnte
eine Fehlregulierung im Zellzyklus nachgewiesen werden. Durch eine Deregulation
oder Hyperphosphorylierung von essenziellen Proteinen werden Kontrollpunkte
Ubergangen, wodurch fehlerbehaftete Zellen kénnen im Zellzyklus weiter

voranschreiten und sich unkontrolliert vermehren [260, 261].

1.4.1. Adavosertib (MK-1775)

MK-1775 (Handelsname Adavosertib) befindet sich derzeit in Phase Il der klinischen
Studien [262]. Es handelt sich hierbei um einen potenten und selektiven
ATP-kompetitiven Inhibitor der WEE1-Kinase [263].

Wie bereits in Kapitel 1.4. erlautert, Gbernimmt die Kinase WEE1 eine wichtige Rolle
am G2/M-Kontrollpunkt, in dem es den CDK1/CyclinB phosphoryliert und den
MPF-Komplex somit negativ reguliert. Die Mitose kann in diesem Zustand nicht initiiert
werden und es kommt zu einem G2-Arrest. Durch eine pharmakologische Inhibierung
von WEE1 wird die Mitose frihzeitig eingeleitet, wodurch Zellen mit nicht reparierten
Schaden an der DNA in die Mitose eintreten [264].
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In diesem Fall wird die mitotische Katastrophe eingeleitet, welche todlich fur die
betroffenen Zellen endet (s. Kapitel 1.5.4.). Durch die zytotoxische Wirkung einer
WEE1-Inhibierung, hat der Angriff auf diese Proteinkinase sich als ein
vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt entpuppt [265].

Es wurde gezeigt, dass eine Uberexprimierung von WEE1 in Leukdmie, Melanomen
[266], Glioblastomen, Brustkrebs [267, 268] oder Darmkrebs [269] mit schlechteren
Uberlebenschancen der Patientinnen korrelierte [267, 268]. Eine Reduktion der WEE1
Proteinaktivitat durch eine siRNA oder einen spezifischen Inhibitor reduzierte die
Tumorlast und war daher mit besseren Uberlebenschancen verbunden. Adavosertib
wird meistens in Kombination mit anderen Chemotherapeutika verabreicht [270].
Dabei wird die Dosis an MK-1775 geringgehalten, da diese Substanz zu Ubelkeit,
Erbrechen und Mudigkeit fuhrt [271].

In der Literatur kann die Wirkung von MK-1775 in PDAC weitestgehend noch nicht klar
charakterisiert werden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass in von Patienten
stammenden Xenotransplantaten von Pankreaskarzinomen (patient-derived
pancreatic cancer xenografts) MK-1775 zusammen mit Gemcitabin bessere
Ergebnisse erzielten als in den jeweiligen Einzelbehandlungen. Dabei wurden
p53-defiziente und p53-profiziente Xenografts verglichen, wobei nur p53-defiziente
Xenografts eine Ruckbildung des Tumors zeigten [272].

Die kritische Funktion von WEE1 unterstreicht seine Potenz als geeigneter
therapeutischer Ansatzpunkt. Es ist daher von entscheidender Bedeutung, die
Wirkungsweise und die zellularen Mechanismen von MK-1775 in den besonders

schwer zu behandelnden PDAC zu untersuchen.
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1.5. Zelltodmechanismen

In einem gesunden Organismus stehen die Neubildung bzw. Proliferation von Zellen
mit dem Zelltod im Gleichgewicht. Wird das Gleichgewicht gestort, beispielsweise
durch Ausschaltung der Zelltodinduktion, kommt es zur unkontrollierten Zellteilung und
Entstehung von Krebszellen. Bis heute sind mehrere Zelltodmechanismen

charakterisiert. Einige von ihnen werden im folgenden Kapitel naher erlautert.

1.5.1. Apoptose

Die Apoptose ist einer der am langsten erforschten und besten beschriebenen
Zelltodmechanismen. Es handelt sich hierbei um einen natdrlichen Vorgang, bei dem
die Entsorgung von Zellen kontrolliert stattfindet. Die Apoptose wird eingeleitet, wenn
Zellen irreparablen Schaden tragen (s. Kapitel 1.3.) oder ihre Funktion erflllt haben
und zu alt geworden sind [273]. Daruber hinaus ist die Apoptose ebenfalls involviert in
der Embryonalentwicklung, in der Entwicklung des Immunsystems und bei der
Differenzierung von Organen [274]. Die Apoptose dient demnach zum Selbstschutz
des gesamten Organismus.

Bei der Apoptose kommt es zu morphologischen Veranderungen der Zellen. Da die
Apoptose gezielt ablauft kann dieser Vorgang in einzelnen Zellen ablaufen, ohne das
umliegende Gewebe zu schadigen. Die betroffene Zelle fangt an zu schrumpfen,
rundet sich ab und I6st sich von ihren Nachbarzellen. Im nachsten Schritt kondensieren
die Chromosomen und die DNA wird Uber Endonukleasen fragmentiert. Das gesamte
Zellmaterial, wie Zellmembran oder Organellen, werden in Membranvesikeln
(apoptotic bodies) verpackt. Diese werden von Makrophagen durch Phagozytose
entsorgt, ohne dabei eine Entzindungsreaktion im Gewebe auszulosen (Abb. 12)
[275].

Die Apoptose kann extrinsisch oder intrinsisch ablaufen, wobei die extrinsische
Apoptose Liganden-vermittelt, wahrend die intrinsische Apoptose Uber das
Mitochondrium ablauft. In beiden Fallen kommt es zur Aktivierung der
Initiatorcaspasen, welche wiederum die Effektorcaspasen aktivieren und somit die
Apoptose einleiten (Abb. 11A) [275].
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Im Immunsystem dominiert die extrinsische Apoptose, da dieser Apoptoseweg durch
aulere Einflisse, wie bei einer Virusinfektion oder Toxineinwirkung, initiiert wird.
Hierbei werden die Todesrezeptoren, wie FAS oder TNF (Tumornekrosefaktor), an die
Zellmembran durch das intrazelluldare Adaptorprotein FADD (Fas-associated protein
with death domain) rekrutiert [276]. Es bildet sich der DISC-Komplex (death inducing
signaling complex), welche die Initiatorcaspasen -8 und -10 aktiviert. Diese wiederum
aktivieren die Procaspase -3, wodurch der Zelltod ausgelost wird.

Die intrinsische Apoptose wird im Gegensatz zur extrinsischen Apoptose durch
DNA-Schaden, fehlgefaltete Proteine oder oxidativen Stress ausgelost. Es werden bei
der intrinsischen Apoptose keine Liganden bendétigt, da dieser Signalweg auf der
Expression der B-cell lymphoma 2 (BCL-2) Proteinfamilie beruht [277]. Diese Proteine
sind an der Membran des Mitochondriums lokalisiert. Die Proteine der
BCL-2 Familie unterscheiden sich in ihrer anti- oder pro-apoptotischen Funktion. Zu
den anti-apoptotischen Proteinen gehoren BCL-2, BCL-X. oder MCL-1 (myeoloid cell
leukemia-1). Zu den pro-apoptotischen Proteine gehdoren BAX, BAK (BCL-2-
antagonist/killer), BAD (BCL-2-antagonist of cell death), BIM (B-cell lymphoma 2
interacting mediator of cell death) oder PUMA und NOXA [278]. PUMA wird von p53
direkt reguliert (s. Kapitel 1.3.1.).

Die anti-apoptotischen Proteine stabilisieren die Mitochondrienmembran, wahrend die
pro-apoptotischen Proteine Poren in der Membran verursachen, welche zu einer
Veranderung der Permeabilitdt (mitochondrial outer membrane permeabilisation,
MOMP) fahrt und in einem totalen Zusammenbruch enden. Dabei wird Cytochrom C
freigesetzt, welches mit APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1) und der
Procaspase-9 interagiert und unter ATP-Verbrauch das Apoptosom bildet. Die Bildung
des Apoptosoms ist die Voraussetzung fur eine Aktivierung von Caspase-9, welche
nun weitere Effektorcaspasen aktivieren kann. Dazu gehort ebenfalls Caspase-3,
welche Uber CAD (caspase-activated DNase) die DNA-Fragmentierung einleitet [279,
280].

Die Familie der IAPs (inhibitors of apoptosis) kann hierbei die Induktion der Apoptose
inhibieren. Die Resistenz mancher Krebsarten gegen Chemotherapeutika ist durch
eine Uberexprimierung von clAP-1 oder clAP-2, XIAP oder Proteinen der BCL-2
Familie gepragt [281]. IAPs kdnnen direkt durch DIABLO oder HTRA inhibiert werden,
welche ebenfalls mit Cytochrom C bei einem totalen Zusammenbruch der

Mitochondrienmembran, freigesetzt werden.
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Abbildung 11: Die Apoptose kann extrinsisch oder intrinsisch induziert werden. (A) Die intrinsische Apoptose
wird im Gegensatz zur extrinsischen Apoptose durch DNA-Schéden, fehigefaltete Proteine oder oxidativen Stress
ausgeldst. Es kommt unter ATP-Verbrauch zur Bildung des Apoptosoms, wodurch die Effektorcaspase-3 gespalten
und Apoptose eingeleitet wird. Bei der extrinsischen Apoptose wird der DISC Komplex aktiviert, wodurch die
Caspase-8 und -10 aktiviert werden. Es kommt auch hier zu einer Aktivierung der Caspase-3; die Apoptose wird
ebenfalls eingeleitet. (B) Der Wirkstoff Z-VAD-FMK inhibiert die Caspase-Aktivitdt, wodurch Apoptose gezielt
umgangen werden kann. (C) Der Wirkstoff Navitoclax inhibiert die anti-apoptotischen Proteine BCL-X. und BCL-2.
Dadurch kann Apoptose gezielt ausgelést werden. Diese Abbildung wurde aus den Informationen aus den Quellen
[275-280] selbst erstellt.
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In der Krebsforschung ist es meistens von Interesse genau zu unterscheiden, ob der
eintretende Zelltod durch Apoptose induziert wurde. Um dies zu untersuchen, kdnnen
Substanzen wie Z-VAD-FMK oder Navitoclax (ABT-263) verwendet werden.
Z-VAD-FMK hemmt in humanen Zellen die Caspasen 1-10 (mit Ausnahme der
Caspase-2) [282-284]. In murinen Zellen werden die Caspasen -1, -3 und -11 durch
Z-VAD-FMK inhibiert [282]. Durch die Verabreichung von Z-VAD-FMK bindet dieses
irreversibel an die katalytischen Bindestellen der Caspasen [284]. Sind die Caspasen
gehemmt, so kann die Apoptose nicht induziert werden und die Zellen zeigen eine
erhohte Uberlebensrate (Abb. 11B) [283-286].

Navitoclax ist ein Inhibitor der anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und BCL-X. und die
Behandlung mit diesem Inhibitor kann gezielt Apoptose in den behandelten Zellen
ausldsen (Abb. 11C) [287-289]. Dabei greift der Wirkstoff Navitoclax vor allem Zellen
an, in denen die intrinsische Apoptose aktiviert wurden. Dieser Vorgang ist bei der
Behandlung von seneszenten Zellen besonders von Bedeutung [288]. Derzeit befindet
sich Navitoclax in der Phase Il der klinischen Studien und wird oral, entweder in einer
Monotherapie [290] oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika, verabreicht
[291, 292]. Navitoclax wird in einer Kombinationstherapie erfolgreich gegen CLL
(chronic lymphocytic leukemia) [293], ALL (acute lymphoblastic leukemia) [294],
AML (acute myeloid leukemia) [295] und in soliden Tumoren, wie Melanomen [296]
und PDAC [297] eingesetzt.

1.5.2. Nekrose

Die Nekrose ist eine Art des Zelltods, die im Gegensatz zur Apoptose unkontrolliert
ablauft und durch verschiedene auldere Einflusse induziert werden kann. So kann eine
Nekrose durch extreme Temperaturen, hohe Strahlenbelastung, chemische Gifte oder
durch Befall von Viren und Bakterien ausgelost werden [298]. Das Eintreten einer
Nekrose ist meistens mit einer Entzindungsreaktion verbunden. Anders als bei der
Apoptose verlauft die Nekrose unabhangig von Caspasen [299, 300]. Die Zellen und
ihre Organellen schwellen an, die Plasmamembran reifl3t und der intrazellulare Inhalt
wird an das umliegende Gewebe verteilt (Abb.12) [301]. Dabei werden
Hitzeschockproteine (HSPs), Harnsaure oder Kernproteine freigesetzt, die zu einer
Aktvierung des Inflammasoms flhren und die Sekretion des Zytokins IL-1

(Interleukin-1) zur Folge haben.
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Neuere Erkenntnisse haben gezeigt, dass einige Formen der Nekrose kontrolliert

ablaufen kénnen, wie z.B. bei Ferroptose, Nekroptose oder Pyroptose [298-300].

1.5.3. Autophagie

Die Autophagie ist ein hochkonservierter, streng regulierter, mehrstufiger Prozess, der
als Reaktion auf Stresssignale ausgeldst wird. In erster Linie soll die Autophagie nicht
zum Zelltod fuhren, sondern die Zelle in Stresssituationen entlasten [302]. Je nach
Stimuli und Umgebung kann die Autophagie dennoch einen Zelltod herbeifihren [303].
Bei einer Autophagie verdaut sich die Zelle selbst. Dabei bildet sich im ersten Schritt
das Phagophor, welches aus einer Doppelmembran besteht und sich ausdehnen
kann, bis Teile des Zytosols und Organellen komplett eingeschlossen werden. So
entsteht ein komplett geschlossenes Vesikel, welches als Autophagosom bezeichnet
wird [304, 305]. Im nachsten Schritt kommt zu der Fusion zwischen dem
Autophagosom und einem Lysosom, wodurch der Inhalt des Autophagsoms durch das
Autolysosom verdaut wird (Abb. 12). Die Autophagie lauft komplett unabhangig von
jeglichen Caspasen [281], wird aber von unzahligen ATG (autophagy related proteins)
Faktoren gesteuert [304]. Zu diesen Faktoren gehort die Unc-57-like Kinase-1 (ULK1),
die durch mTOR oder AMPK (AMP-aktivierte Kinase) phosphoryliert wird. AMPK
phosphoryliert ULK1 an Ser317, Ser555 oder Ser777, welches die Autophagie initiiert
[306]. Wird ULK1 jedoch von mTOR an Ser757 phosphoryliert, so wird die Interaktion
von ULK1 zu AMPK gestort, was eine Hemmung der Autophagie zur Folge hat [307,
308].

Ein weiteres Schlusselprotein ist LC3 (light chain 3), welches der Familie der
Mikrotubuli-assoziierten Proteine angehort. LC3 wird als Marker fur eine ablaufende
Autophagie verwendet [309], da bei der Entstehung des Phagophors und des
Phagosoms, die Isoform LC3A in LC3B umgewandelt wird [310, 311]. Beide Formen
konnen per Western Blot Analyse detektiert werden. Das proteolytisch gespaltene
LC3B wird an die Membran des Autophagosoms lokalisiert, um direkt mit Autophagie-
Rezeptoren interagieren zu konnen. Ein bekannter Autophagie-Rezeptor ist das p62
(oder auch SQSTM1), welches ubiquitinylierte Proteine erkennt, die fur einen Abbau

markiert sind. Lauft eine Autophagie ab, so wird p62 ebenfalls abgebaut [312, 313].
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Die Autophagie spielt eine entscheidende Rolle bei der Zellentwicklung sowie
-differenzierung und wirkt in der Bekampfung gegen Krebszellen [314, 315]. Um
Autophagie zu inhibieren, konnen Krebszellen mit Chloroquin behandelt werden.
Chloroquin wurde urspringlich gegen Malaria eingesetzt, zeigte jedoch auch
inhibierende Wirkungen auf die Prozesse der Autophagie [316]. Bei Behandlung mit
Chloroquin wird die Fusion zwischen dem Autophagosom und dem Lysosom blockiert
und die lysosomale Sauerung verlangsamt [317]. Zellen, in denen die Autophagie

geblockt ist, sind gezwungen in Apoptose zu gehen [318].
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Abbildung 12: Apoptose, Nekrose und Autophagie im Uberblick. Der direkte Vergleich zwischen kontrolliertem
Zelltod (Apoptose) und der Nekrose. Die Autophagie wird in erster Linie aktiv, um die Zelle zu entlasten. Ist die
Zelle (iberbelastet, so kann Autophagie die Apoptose férdern. Diese Abbildung wurde mit den Informationen aus
den Quellen [219, 275, 300-302, 304, 305] selbst erstellt.
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1.5.4. Mitotische Katastrophe

Eine weitere Art von Zelltod ist die mitotische Katastrophe. Der Mechanismus ist
hierbei noch nicht vollstandig geklart, jedoch beruht dieser Zelltod vermutlich auf einer
toédlichen Kombination zwischen der Induktion von DNA-Schaden und mangelhafter
Zellzykluskontrolle, bei der ein Zellzyklusarrest versagt. Hierbei sind vor allem die
Zellen in der G2/M-Phase betroffen, denn die fehlerhafte Chromosomentrennung
durch eine gestorte Ausbildung des Spindelapparat in der Anaphase fuhrt schlie3lich
zum Untergang der Zelle. Bei diesem Zelltod wird Caspase-2 aktiviert, welche
wiederum Caspase-9, Caspase-3 und Cytochrom C induziert [319]. Aulerdem
zeichnet sich der Zelltod Uber eine mitotische Katastrophe durch eine Ausbildung von
Mikrokernen (micronuclei) aus [320]. Da der Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK die
Apoptose in diesen Zellen nicht unterdricken kann, kann eine mitotische Katastrophe
vermutlich ebenfalls Caspase-unabhangig ablaufen [321, 322].

Eine weitere Ursache fur die Entstehung einer mitotischen Katastrophe ist eine
vorzeitige Einleitung der Mitose, bevor die S- oder die G2-Phase vollstandig
abgeschlossen werden konnten. Es kommt hierbei zu einer Fusion der mitotischen
Zellen mit den Zellen aus der Interphase [319].

Es gibt verschiedene Angriffspunkte, die eine Induktion dieses Zelltodmechanismus
fordern. Da der G2/M-Kontrollpunkt hierbei eine zentrale Rolle spielt, sind die Proteine
dieses Kontrollpunkts besonders anfallig. So kénnen die Masterkinasen ATM/ATR und
ihre direkten Zielproteine CHK1 und CHK2 pharmakologisch inhibiert werden [323-
325]. Auch eine Fehlregulation von PLK1 oder 14-3-3 kann in einer mitotischen
Katastrophe enden [326]. Dartber hinaus kann die Ausbildung des Spindelapparats
und der Spindelfasern direkt angegriffen werden. Dafir werden Substanzen
eingesetzt, die zu einer Hyper- oder Depolymerisierung der Mikrotubulis flihren [325].
Fur eine Hyperpolymerisierung werden Taxane oder Elutherobine verwendet. Die
Anwendung von Vinca-Alkaloiden oder Colchizin fluhrt dagegen zu einer
Depolymerisierung der Mikrotubulis.

Wie bereits erwahnt, zeigen Krebszellen haufig eine fehlregulierte Kontrolle der
Zellzykluskontrollpunkte. Daher sind diese Zellen besonders anfallig fur die Induktion

einer mitotischen Katastrophe, z.B. durch den Einsatz eines WEE1-Inhibitors [319].
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1.6. Hitzeschockproteine und ubiquitinares Abbausystem

HSPs werden aktiviert, wenn eine Zelle gewissen Stressfaktoren ausgesetzt ist. Diese
konnen Hitzeschock, oxidativer Stress, Proteinfehlfaltung oder Schwermetalle sein.
Als Chaperone kontrollieren die HSPs nicht nur eine korrekte Proteinfaltung, sondern
stabilisieren diese ebenfalls in Stresssituationen. Die Funktionen der HSPs sind somit
essenziell fur den korrekten Ablauf bei der Synthese neuer Proteine, bei dem Abbau
alter Proteine, bei der korrekten Faltung aller Proteine und bei der Unterbindung zur
Bildung von zytotoxischen Proteinaggregaten [327]. Die Chaperone haben direkten
Einfluss auf die Uberlebens- und Apoptoserate einer Zelle, in dem sie mit
Schlisselkomponenten dieser Signalwege interagieren. Zu den wichtigsten
Chaperone gehoren die HSP70-, HSP90- und HSP27-Familien. Zu der HSP90-Familie
gehoren HSP90B (HSPCB) und HSP90a (HSPCAL4), zu der HSP70-Familie gehodren
heat shock cognates (HSC) 70 (HS7C) sowie HSP70 (HSPA1A) und HSP27 (HSPB1)
gehort zur Familie der HSP27. All diese Familien Ubernehmen eine zentrale Rolle in
der Faltung der Proteine, der Translokation durch zellulare Kompartimente sowie bei
dem proteasomalen Abbau von Proteinen [328].

Die Domanestruktur der HSP70-Chaperone besteht aus einer N-terminalen ATP-
Bindungsstelle (NBD), einer Substrat-Bindungsstelle (SBD) und einer C-terminalen
Lid-Domane, die fur die Bindung von Co-Chaperonen zustandig ist. Zu den
regulatorischen Co-Chaperonen gehéren BCL-2-associated anthanogene 3 (BAG3)
und das Protein HSP40. BAG3 ist ein Nukleotidaustauschfaktor (nucleotide exchange
factor, NEF) [329]. Die Aktivitat von HSP70 ist ATP-abhangig, wobei der Mechanismus
der Faltung von Proteinen und der Interaktion von HSP70 mit seinen Co-Chaperonen
ein zyklischer Vorgang ist [330]. In der Ausgangsform bindet HSP70 an ATP, wahrend
HSP40 an ungefaltete Proteine gebunden ist, um diese vor Aggregation zu schitzen
[331]. Im nachsten Schritt bindet HSP40 mit dem ungefalteten Protein nun an die Lid-
Domane von HSP70, wobei ATP zu ADP gespalten wird. Wahrend die Affinitat von
HSP70 zu den Substraten im ATP-gebundenen Zustand gering war, nimmt diese nun
durch die Bindung von HSP40 und die Hydrolyse von ATP zu ADP massiv zu. Die
NEFs katalysieren im letzten Schritt die Freigabe von ADP und dem Substrat, sodass
HSP70 wieder an ATP bindet und der Kreislauf geschlossen wird [330, 332].
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Daruber hinaus regulieren die NEFs auch die Lebensdauer und Stabilitadt des
Substrats [333]. Die Chaperone der HSP70 Familie sind etwa 70 kDa grof3 und liegen
in allen Organismen hochkonserviert vor [334]. Eine Aktivierung der
Hitzeschockreaktion ist ein zytoprotektiver Mechanismus, wobei die Expression der
HSPs in solchen Situationen strengstens reguliert wird [335, 336]. HSC70 wird
konstitutiv exprimiert und reguliert die Faltung, Translokation sowie den Abbau von
Proteinen im Ruhezustand [337]. Eine Aktivierung von HSC70 ist somit unabhangig
vom Zellstress.

In Krebszellen verschafft eine hohe HSP70 Expression einen selektiven Vorteil
gegenuber anderen Zellen, da mehrere Zelltodwege, darunter die extrinsische und
intrinsische Apoptose und Nekrose, unterdrickt werden. Auch die zellulare Seneszenz
kann beeinflusst werden, wodurch eine Metastasierung geférdert wird [338, 339].
Somit korreliert eine erhdhte Expression an HSP70 mit einer hdheren Wachstums-und
Uberlebensrate des Tumors, was wiederum jedoch mit einer schlechten
Uberlebenschance des Patientens einhergeht, da eine Resistenz gegeniiber
Zytostatika aufgebaut wird [340, 341].

Um die Zellproliferation zu hemmen und die Apoptose zu férdern, kann die Aktivitat
von HSP70 durch das Einsetzen von HSP70 Inhibitoren (HSP70i) verringert werden
[342]. Im Rahmen dieser Dissertation wurde JG-98 dafur verwendet, welches die
Interaktion zwischen BAG3 und HSP70 unterbindet, in dem es allosterisch an HSP70
bindet. Die Anwendung dieses HSP70 Inhibitors zeigte bereits krebshemmende
Wirkungen in Zervixkarzinom- und in Mammakarzinomzellen, wohingegen in normal
proliferierenden Fibroblastzellen die zytotoxische Effekte ausblieben [343]. Das spricht
daflr, dass die Wirkung von JG-98 auf Krebszellen beschrankt ist [344].

Trotz der hochkonservierten und fein regulierten Chaperon-Maschinerie kommt es
nach der Proteinsynthese bei der Proteinfaltung dennoch zu Fehlern. Stressfaktoren
konnen bei ordnungsgemal® gefalteten Proteinen eine Fehlfaltung hervorrufen,
wodurch es zu Fehlfunktionen des Proteins kommt, und Aggregatbildung begunstigt.
Diese Proteinaggregationen wurden bereits im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer,
Parkinson, Huntington, der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit oder Typ-2-Diabetes
beschrieben [345-349].
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Um die Proteinhomdostase aufrechtzuerhalten, werden fehlgefaltete Proteine oder
Proteinaggregate durch ein Proteinabbausystemen eliminiert. Dazu zahlt das
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und die Proteolyse. Letzteres wird durch
lysosomale Autophagie angetriebenen [345, 346, 350, 351].

Die Aktivierung des UPS erfolgt in drei Schritten. Im ersten Schritt wird Ubiquitin unter
ATP-Verbrauch aktiviert, in dem es an das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 (UBE1)
gebunden wird. Im zweiten Schritt wird das Ubiquitin auf das Ubiquitin-konjugierendes
Enzym E2 D2 (UBE2D2) ubertragen und erzeugt ein E2-Ubiquitin-Zwischenprodukt.
Der letzte Schritt erfolgt Uber die E3-Ligase, welches ein Ubiquitinmolekul aus der Ub-
E2-Zwischenstufe nimmt und das Substrat damit markiert. Uber diese Enzym-Subtrat-
Kette werden Polyubiquitinketten aufgebaut, welche fur die Erkennung durch das
Proteasom zustandig sind und somit zum Abbau des Ubiquitin markierten Proteins
fihren (Abb. 13) [352, 353].
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Abbildung 13: Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems. Ubiquitin wird unter ATP Verbrauch an E1
gebunden und wird anschlieBend an das Ubiquitin konjugierendes Enzym E2 weitergegeben. E3 ist eine Ligase,

die Ubiquitin aufnimmt und Substrate damit markieren, um den Proteasomalen Abbau vorzubereiten. Diese
Abbildung wurde mit den Informationen aus den Quellen [352, 353] selbst erstellt.

Derzeit rickt das Proteasom immer mehr in den Fokus der Krebsforschung. Es wurde
gezeigt, dass Krebszellen empfindlicher auf proteasomale Inhibitoren reagieren als
gesunde Zellen. Bortezomib ist der erste zugelassener Proteasom-Inhibitor, welcher
erfolgreich in der Therapie gegen Krebserkrankungen eingesetzt wird. Allerdings
kommt es bei Patientinnen haufiger zu Ruckfallen, die mit einer Bortezomibresistenz
einhergehen. Daher ist es von besonderem Interesse weitere Proteasom-Inhibitoren
zu identifizieren, die die Bortezomibresistenz Uberwinden kénnen und zu dem weniger
toxisch sind [354].
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde fur die Inhibierung des Proteasoms Lactacystin
verwendet. Die Anwendung des proteasomalen Inhibitors Lactacystin zeigte in
Magenkrebszellen [355], Darmkrebszellen [356] und in Melanomzellen [357] eine
Zunahme der Apoptose und somit eine antitumorale Eigenschaft.

1.7. Signalwege

1.7.1. MAPK Signalkaskade

Der mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg reguliert lebenswichtige
Signaltransduktionswege wie die Zellproliferation, die Zelldifferenzierung und
Apoptose [358-360]. Der Signalweg besteht aus einer Reihe von spezifischen Ser/Thr-
Kinasen, die nacheinander durch ihre Vorganger phosphoryliert und aktiviert werden.
Die erste Kinase dieses Signalwegs ist MAPKKK, die durch eine Zelloberflachen-
Rezeptor-Kinase phosphoryliert wird oder mit einer GTPase interagiert [361]. In beiden
Fallen kommt es zu einer Aktivierung der MAPKKK, wodurch MAPKK phosphoryliert
und aktiviert wird. AbschlieRend erfolgt die Phosphorylierung und Aktivierung von
MAPK durch MAPKK. Die Aktivierung von MAPK flhrt zu einer Phosphorylierung
verschiedenster Substrate im Zytosol und im Zellkern, die Veranderungen in der
Proteinfunktion und der Genexpression bewirken [362]. Die MAP-Kinasen konnen in
drei Hauptfamilien eingeteilt werden. Diese sind ERK (extrazellular-signalregulierte
Kinasen), JNKs (Jun amino-terminale Kinasen) und p38/SAPK (stressaktivierte

Proteinkinasen).

Wachstumsfaktoren Wachstum
Mitogene —_— Raf — MEK1/2 — ERK1/2 —_— Uberleben
GPCR —Agonist Differenzierung
MAPKKK MAPKK MAPK

Abbildung 14: Die MAPK-Signalkaskade. Die Signalkaskade wird durch RTKs, GPCRs, Integrine oder die GTPase
Ras aktiviert. MAPKKK wird phosphoryliert, wodurch MAPKK und MAPK ebenfalls phosphoryliert und aktiviert
werden. Diese Signalkaskade fiihrt zum Uberleben, Wachstum und Differenzierung der Zellen. Diese Abbildung
wurde mit den Informationen aus den Quellen [358-362] selbst erstellt.
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Fokus auf die MAPK ERK1/2 gelegt, welche
primar durch Wachstumsfaktoren das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung
regulieren. Wichtige Ausloser dieser MAPK-Signalkaskade sind Zelloberflachen-
Rezeptoren wie RTKs, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), Integrine, sowie die
GTPase Ras [358]. Die MAPKK MEK1/2 phosphoryliert ERK1/2 zunachst an
Tyr204/187 und anschlieBend an Thr202/185. Beide Phosphorylierungsstellen sind
essenziell fir eine Aktivierung von ERK1/2 [363] (Abb. 14).

Aufgrund der hohen Anzahl an Substraten und der damit verbundene Beteiligung an
den Signalwegen ist es nicht verwunderlich, dass der MAPK Signalweg in
Krebserkrankungen als der am haufigsten mutierter Signalweg beschrieben wird [216,
364]. Die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade ist bei einem Drittel aller humanen Krebsarten
mutiert und Ubermalig aktiviert, wodurch die Forschung fur eine Inhibierung der
spezifischen Proteine dieser Signalkaskade eine besondere Wichtigkeit in der
Bekampfung gegen Krebserkrankungen erlangt. In Kapitel 1.1.1. wurde in
Pankreaskarzinomzellen bereits eine haufige Mutation von Ras beschrieben, welche
mit einer Uberexprimierung des MAPK Signalwegs verbunden ist [216]. Dies ist unter
anderem der Grund fir die gesteigerte Zellproliferation und das Uberleben dieser
Zellen [216, 365]. Bis heute zeigte sich jeodch nur die Hemmung von B-Raf als
therapeutisch wirksam [363]. Neueste Studien zeigen eine Wirksamkeit in der
Kombination zwischen dem B-Raf Inhibitor Dabrafenib und dem MEK Inhibitor
Trametinib. Diese Kombinationstherapie wird bei der Behandlung von Kindern mit
niedriggradigem Gliom [366], bei einem nicht-resezierbaren oder metastasierten
Melanom [367] oder zur Behandlung des fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinoms [368], angewendet.
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1. Einleitung

1.7.2. PIBK/AKT Signalweg

Konstitutiv aktives AKT ist neben ERK1/2 flr eine erhdhte Zellproliferation in humanen
Krebszellen verantwortlich [369]. Auch der Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K)/AKT-
Signalweg wird als einer der am haufigsten Uberaktivierten Signalwege bei
verschiedenen humanen Krebsarten beschrieben. Der PI3K/AKT Signalweg reguliert
zellulare Prozesse wie Zellproliferation, Zellzyklus und die Induktion von Apoptose
[370]. In Krebszellen ist dieser Signalweg vor allem in Uberlebensmechanismen
involviert, weshalb die Fehlregulation aufgrund einer Mutation fur die Entwicklung einer
Arzneimittelresistenz verantwortlich ist [371].

AKT, oder auch Proteinkinase B (PKB), wird durch PI3K direkt reguliert. PI3K gehdrt
zu der Familie der Lipidkinase und wird durch eine Phosphorylierung an der
Hydroxylgruppe des Inositolrings aktiviert. Die Aktivierung von PI3K kann auf zwei
Wegen erfolgen. Zum einen konnen Wachstumsrezeptoren wie EGFR (epidermal
growth factor receptor), FGFR (fibroblast growth factor receptor) oder IGFR (insulin-
like growth factor receptor) an die RTK binden, welche zu einer Autophosphorylierung
dieser Kinase fuhrt und gleichzeitig eine Rekrutierung sowie eine Aktivierung von PI3K
hervorruft [372-374]. Andererseits kann eine direkte Interaktion von GTPasen (z.B.
Ras) eine Aktivierung von PI3K ausldsen, welche essenziell fiir das Uberleben und der
Zellproliferation von Krebszellen ist [374, 375]. Aktives PI3K phosphoryliert
PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat), wodurch PIP3 (Phosphatidylinositol-
3,4,5-Trisphosphat) entsteht [376]. Das PIP3 bindet im letzten Schritt an die Ser/Thr-
Kinase AKT, wodurch eine Phosphorylierung von AKT an Thr308 durch
phosphoinositide dependent protein kinase 1 (PDK1) ausgelost wird [377]. Eine
maximale Aktivierung kann erst gewahrleistet werden, wenn der mTOR-Komplex 2
(mTORC2) [378] und die DNA-PK [379] die Proteinkinase Akt an Ser473
phosphorylieren. Beide Phosphorylierungsstellen sind essenziell und bestimmen die
Aktivitat dieses Proteins [377]. Die Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 wird durch
phosphatase and tensin homolog (PTEN) katalysiert (Abb. 15).
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1. Einleitung

Es gibt mehrere Isoformen von AKT, die durch verschiedene Signale unterschiedlich
aktiviert sein kénnen (AKT1, 2, 3) [380]. Zu den Zielproteinen von AKT gehdren die
apoptotischen Proteine wie BAX und BAD, aber auch mTOR, FOXO und p21 kdnnen
direkt durch AKT reguliert werden. AKT kann die Apoptose inhibieren [381] und
gleichzeitig die Proteintranslation durch mTOR (mTORC1) antreiben [382]. FOXO ist
ein Protein, welches durch eine negative Regulation, die Zellteilung kontrolliert. Der
erhdhte Abbau von FOXO durch AKT treibt die Zellteilung an und férdert ebenfalls das
Uberleben der Zellen [383].

@ IGF
PDGFQ () eoF

PTEN
{1° T S R ) I]
TN TR
PIP, )O(IXL)(%(: PIP;
@ PDK1
Rekrutierung &

Autophosphorylierung PI3K @ Thr308 . mTORC2 |

RTK

Ser473 ST

®

TN

von FOXO BAX, BAD mTORC1

| N

. ) Metabolismus
Zellproliferation t Apoptose ‘ Proteintranslation '

Abbildung 15: Der PISK/AKT Signalweg. PI3K kann durch verschiedene Wachstumsfaktoren wie IGF, EGF und
PDGF aktiviert werden. Die Bindung der Wachstumsfaktoren an die RTK fiihrt zu einer Dimerisierung der
Rezeptorkinase. Dieser Vorgang ist essenziell fiir die Aktivierung. PI3K wird anschlieBend rekrutiert und
autophosphoryliert, wodurch diese nun aktiviert wird. Im aktiven Zustand phosphoryliert PI3K das Membranprotein
PIP2, wodurch PIP3 erzeugt wird. Durch die Phosphatase PTEN kann dieser VVorgang riickgéngig gemacht werden.
PIP3 veranlasst die Phosphorylierung von AKT durch PDK1 an Thr308 und aktiviert AKT somit teilweise. Eine
vollsténdige Aktivierung kann erst durch eine Phosphorylierung durch den Komplex mTORC2 an Ser473
gewéhrleistet werden. Aktives AKT/PKB ist in der Lage Zellproliferation, Zellteilung und Zelliiberleben anzutreiben,
wéhrend Apoptose gleichzeitig unterdriickt werden kann. Diese Abbildung wurde mit den Informationen aus den
Quellen [372-374, 377, 378, 384] selbst erstellt.

All diese Faktoren unterstreichen die Wichtigkeit von AKT; eine Fehlregulation dieses
Proteins fuhrt nicht nur zu erhéhten Uberlebenschancen und verstéarkte Proliferation
von Krebszellen, sondern fordert auch eine Resistenz gegen Chemotherapien. Das
macht nicht nur AKT, sondern auch PI3K zu interessanten und vielversprechenden

therapeutischen Angriffspunkten in der Krebsforschung.
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2. Zielsetzung

Das duktale Adenokarzinom der Bauchspeicheldriise (PDAC) ist eine &aulerst
aggressive Tumorart, die aufgrund ihrer Schwierigkeit in der Behandlung und ihrer
leider fast immer tddlichen Natur besonders herausfordernd ist. Die bisherigen
Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe von Professor O. H. Kramer legen nahe,
dass die regulatorische Untereinheit PPP2R3A/PR130 eine kontextabhangige,
onkogene Funktion aufweist. Daher konzentriert sich diese Arbeit auf die molekulare
Charakterisierung der biologischen Funktionen der PP2A-Untereinheit PR130 in den
verschiedenen  Subtypen des Pankreaskarzinoms. Des Weiteren sollen
mechanistische PP2A/PR130-basierte Therapien und Strategien im Zusammenhang
mit dem Pankreaskarzinom entwickelt und etabliert werden.

Um die Bedeutung von PP2A/PR130 nachzuweisen, soll Uberprift werden, ob die
pharmakologische Hemmung dieses Proteinkomplexes eine potenziell neue
therapeutische Moglichkeit fur das Pankreaskarzinom darstellt. Darlber hinaus sollen
vielversprechende Kombinationstherapien auf der Basis von PP2A gefunden und
vorangetrieben werden. Fur die pharmakologische Hemmung von PP2A in PDAC wird
in dieser Arbeit das niedermolekulare PD eingesetzt, welches spezifisch PP2A
inhibiert, ohne dabei andere Proteinphosphatasen wie PP1-Ca oder PP1-CB zu
beeinflussen. Die biochemischen Effekte von PD sollen in verschiedenen Zelllinien,
darunter murine und humane PDAC Zellen, leukamische Zellen, normal
proliferierenden Zellen und in Immunzellen, aufgezeigt werden. Dabei werden der
Zellzyklus, die Zelltodrate der untersuchten Zelllinien sowie die Aktivierung
verschiedener Signalwege durch durchflusszytometrische Messungen, Western Blot-
und Proteomanalysen, konfokale Mikroskopie sowie genetische Manipulationen
mittels siRNA und CRISPR-Cas9 Technologie dargestellt.

In neurologischen Erkrankungen hat die Inhibierung von PP2A zu einer Akkumulation
von zytotoxischen Proteinaggregaten gefuhrt. Diese Beobachtung gibt Anlass zur
nachsten Fragestellung dieser Forschungsarbeit: Wird nach einer Hemmung von
PP2A in Tumorzellen ebenfalls eine Bildung von Proteinaggregaten beobachtet? Von
besonderem Interesse ist dabei, welche Auswirkungen diese Anhaufung fehlgefalteter
Proteine in Tumorzellen hat, ob dies therapeutisch nutzbar ist und ob die spezifische
PP2A-Untereinheit PR130 die Bildung von Proteinaggregaten in Tumorzellen

kontrolliert.
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2. Zielsetzung

Im Verlauf dieser Dissertation werden gezielt Experimente durchgefuhrt, um einen
Losungsansatz fur dieser Fragestellung zu liefern. Da hier speziell der
ordnungsgemafe Abbau von Proteinen untersucht wird, erfolgt eine detaillierte
Analyse der Rolle der HSPs Familie sowie des UPS im Kontext von PR130.

Die HU-abhangige Induktion der DNA-Schadensantwort und der Checkpoint-Kinasen
soll in Kombination mit dem HDACi MS-275 in murinen PDAC Zellen untersucht
werden, da sowohl HU als auch Entinostat seit Jahrzehnten vielversprechende
Therapieansatze in der allgemeinen Krebsforschung darstellen. Des Weiteren sollen
die pharmakologischen Effekte und die damit verbundene Wirksamkeit des TOP-1-
Inhibitors IT, sowie des RNRi COH29 im murinen PDAC Zellsystem analysiert werden.
Eine weitere zentrale Fragestellung dieser Arbeit betrifft die Moglichkeit eines
therapeutischen Ansatzes durch die Beeinflussung des Zellzyklus in mit PD
behandelten PDAC Zellen. Hierbei steht zunachst die Klarung im Fokus, ob und in
welcher Zellzyklusphase PD einen Arrest bewirkt und ob dieser Zellzyklusstopp zu
vermehrtem Zelltod fahrt oder nicht. Parallel dazu wird angestrebt, eine
Kombinationstherapie offen zu legen, die eine synergistische Wirkung mit PD zeigt und

somit mafdgeblich zur Bekampfung des PDAC beitragt.
Die Untersuchungen der genannten Fragestellungen soll wesentlich zur

Charakterisierung der PDAC Subtypen beitragen und madglicherweise neue,
zielgerichtete Therapieansatze fur die Behandlung des PDAC aufzeigen.
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3. Material

3. Material

3.1. Chemikalien

Im folgenden Kapitel werden alle

Dissertation verwendet wurden.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien.

Name
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)- ethansulfonsaure
Aceton
Acrylamid Rotiphorese® Gel 40
Ammoniumperoxodisulfat
Annexin V-FITC

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau
Calciumchlorid
cOmpleteTM Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brilliant Blue
(50 mg/500 mL)
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat
Formaldehyd (37 %)
Glycerin
Isopropanol

Lipofectamin® RNAIMAX
Reagent

Chemikalien aufgelistet, die im Rahmen dieser

Abkiirzung

HEPES

APS

BSA

CaClz

DMSO
DTT

EtOH
EDTA
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Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim

Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
PanReac AppliChem,
Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific,

Braunschweig
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Lipofectamine™ CRISPRMAX™
Cas9 Transfektionsreagenz
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

NEWRBIot™ Nitro Strippingbuffer

Nonidet®-P40
PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder
PageRuler Prestained Protein
Ladder
Phosphataseinhibitor-Cocktail
Phosphatgepufferte
Kochsalzlosung
Phosphorsaure
Propidiumiodid
RNase A
Salzsaure (37 %)
Tetramethylethylendiamin
(299 % p.a.)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100
Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure
(10x)

Tween® 20
Vectashield®
Western Lightening Plus-ECL

™
MgCl2
MeOH
NaCl
SDS

NP-40

PBS

Pl

HCI
TEMED

TRIS

Trypsin/EDTA

ECL
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Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
LI-COR Biosciences, Bad
Homburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Scientific,
Braunschweig
Thermo Scientific,
Braunschweig
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck Millipore, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific,
Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Munchen
Gibco Life Technologies,

Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biozol, Vec-H-1,000
PerkinElmer, Waltham, USA
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3.2. Inhibitoren

Alle verwendeten Inhibitoren werden in der Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Inhibitoren.

Name

Chloroquin

COH29

MS-275

Hydroxyurea

Irinotecan

JG-98

KU-60019

Lactacystin

MK-1775

PD

Z-VAD-FMK

Wirkung

Autophagie-Inhibitor

RNR-Inhibitor

HDAC1/2/3-Inhibitor

RNR-Inhibitor
Topoisomerase-|-
Inhibitor
HSP70-Inhibitor
ATM- Inhibitor
irreversibler
Proteasom-Inhibitor
WEE1-Inhibitor

PP2A-Inhibitor

Caspase-Inhibitor
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Artikelnummer
S6999

S0283

S1053

H8627

S1198

S6721

S1570

L6785

S1525

496383

S7023

Hersteller
Selleck Chemicals,
Mudnchen
Selleck Chemicals,
Mudnchen
Selleck Chemicals,
Mudnchen
Sigma-Aldrich,
Mudnchen
Selleck Chemicals,
Munchen
Selleck Chemicals,
Mudnchen
Selleck Chemicals,
Muanchen
Sigma-Aldrich,
Munchen
Selleck Chemicals,
Mudnchen
Sigma-Aldrich,
Mudnchen
Selleck Chemicals,

Mulnchen
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3.3. Puffer und Lésungen

Es werden im Folgenden alle Puffer und Lésungen aufgelistet, die verwendet wurden,

um bestimmte Assays durchzufuhren (Tabelle 4).

Tabelle 4:Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer

Zusammensetzung

Durchflusszytometrische Analysen

PBS (pH 7,4)
80 % EtOH

RNase A [10 mg/mL]
Pl-Lésung [50 ug/mL]

Annexin V-Bindepuffer (10x)

Annexin V-Bindepuffer (1x)

9,55 g/L in dest. Wasser

800 mL 100 % EtOH

200 mL dest. Wasser

1 uL in 333 uL PBS

2,5 mL PI-StammIésung [1 mg/mL] in
47,5 mL dest. Wasser

100 mM HEPES

1,4 M NaCl

25 mM CaCl2

1 % BSA

5 mL 10x Annexin V-Bindepuffer
45 mL dest. Wasser

Aggresom Detektionsassay

1x Assay Puffer

Fixierungspuffer

Permeabilisierungspuffer

Aggresom-Detektions-Reagenz

5 mL 10x Assay Puffer

45 mL dest. Wasser

600 pL 37 % Formaldehydldsung
14,4 mL 1x Assay Puffer

50 pL Triton X-100

60 uL 0,5 M EDTA (pH 8)

9,89 mL 1x Assay Puffer

1 uL Aggresom-Detektions-Reagenz

5 mL 1x Assay Puffer
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SDS-PAGE und Western Blot Analysen

NET-N Lysepuffer (0,5 %)

10x TBS Waschpuffer (pH 7,6)

1x TBS-T (0,05 %)

Blockier-Losung

5x Lammli-Puffer

6x Probenpuffer

SDS-Elektrophoresepuffer

Transferpuffer

100 mM NacCl

10 mM 1M Tris-HCI (pH 8)
10 % Glycerin

1 mM EDTA

0,5 % NP-40

Zuséatze, die frisch dazu gegeben

werden:

Proteaseinhibitorcocktail-Tablette/10 mL

Phosphatase Inhibitor 1:100
1 mM DTT

20 mM TRIS

1,4 M NaCl

100 mL 10x TBS

900 mL dest. Wasser

0,5 % Tween® 20

59 TM

100 mL 1x TBS-T

30 g TRIS

144 g Glycin

Mit dest. Wasser auf 1 L auffillen
375 mM Tris, pH 6,8

12 % SDS

30 % Glycerin

500 mM DTT

0,01% Bromphenolblau

2 mL Aliquots bei -20 °C lagern
200 mL 5x Lammli-Puffer
800 mL dest. Wasser

10 mL 10 % SDS

100 mL 5x Lammli-Puffer
200 mL 100 % EtOH

700 mL dest. Wasser
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10 % SDS

10 % APS

1 M TRIS/HCI (pH 6,8)

1,5 M TRIS/HCI (pH 8,8)

10 g SDS

100 mL dest. Wasser

10 g APS

100 mL dest. Wasser

1 mL Aliquots bei -20 °C lagern
60 g Tris

ad 500 mL H20bidest.

90,83 g Tris

ad 500 mL H2Obidest.

Immunfluoreszenz

Blockier-Losung

70 % EtOH

Methanol/Aceton (7:3)

Hochsalz (high salt) PBS

1 g BSA

60 pL Triton X-100
20 mL 1x PBS

700 mL EtOH

300 mL dest. Wasser
35 mL Methanol

15 mL Aceton
Lagerung bei -20 °C
11,68 g NaCl

500 mL 1x PBS

Bradford Assay

Bradford Reagenz

50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
50 mL Phosphorsaure

25 mL EtOH

mit dest. Wasser auf 500 mL aufflllen
2x filtrieren, lichtgeschitzt bei 4 °C

lagern
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3.4. Antikorper

3.4.1. Primare Antikorper

Alle primaren Antikorper, die fur die Dissertation bendtigt waren, werden in Tabelle 5
aufgelistet. Die Primarantikdrper wurden fur die Detektion von Proteinen im Western

Blot in 2% TM/TBS-T gel6st. Fur die Verwendung in der Immunfluoreszenz wurden die

Antikorper in der Blockier-Losung gelost.

Tabelle 5: Verwendete Primérantikérper.

Name Wirt
AKT Kaninchen
ATM Kaninchen

CHK1 Maus

cleaved Kaninchen
caspase-3
cleaved PARP Maus
E-Cadherin Kaninchen
HSP105 Maus
HSP27/HSPB1 Maus

HSP70 Maus

HSP90 Maus

p21 Kaninchen

Verdiinnung Artikelnummer

1:1000

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:500
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abcam-32505

cs-2873

cs-2360

cs-9661

552596

cs-3795

sc-74550

sc-13132

sc-66048

sc-13119

ab-109199

Hersteller
Abcam,
Cambridge, UK
Cell Signaling,
Frankfurt/Main
Cell Signaling,
Frankfurt/Main
Cell Signaling,
Frankfurt/Main
BD Bioscience,
Heidelberg
Cell Signaling,
Frankfurt/Main
Santa Cruz,
Heidelberg
Santa Cruz,
Heidelberg
Santa Cruz,
Heidelberg
Santa Cruz,
Heidelberg
Abcam,
Cambridge, UK
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p53

p53-DO1
p-AKT (Ser473)
p-ATM
(Ser1981)
p-CHK1 (S345)
p-ERK1/p-
ERK2
(Thr202/Tyr204)
p-KAP1

(Ser824)
PP2A-A

PP2A-C

PR130

RAD51

RRM2

Ubiquitin

(Lys48)

Vimentin

Vinculin (7F9)

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

1:500

1:5000

1:1000

1:500

1:500

1:1000

1:5000

1:1000

1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:300 (IF)
1:5000

1:400 (IF)
1:1000
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NCL-p53- Novocastra Leica
CM5p Biosystems,
Wetzlar
sc-126 Santa Cruz,
Heidelberg
cs-9271S Cell Signaling,
Frankfurt/Main
ab81292 Abcam,
Cambridge, UK
cs-2348S Cell Signaling,
Frankfurt/Main
cs-9101 Cell Signaling,
Frankfurt/Main
NB100-2350  Novus Biologicals,
Wiesbaden
cs-2039 Cell Signaling,
Frankfurt/Main
cs-2259 Cell Signaling,
Frankfurt/Main
NBP1-87233  Novus Biologicals,
Wiesbaden
sc-8349 Santa Cruz,
Heidelberg
PA5-13570 Thermo Fisher
Scientific,
Frankfurt/Main
05-1307 Merck, Darmstadt
sc-6260 Santa Cruz,
Heidelberg
sc-73614 Santa Cruz,
Heidelberg
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B-Actin Maus 1:1000 sc-47778 Santa Cruz,
Heidelberg

v-H2AX Kaninchen 1:1000 cs-9718 Cell Signaling,

(Ser139) 1:500 (IF) Frankfurt/Main

3.4.2. Sekundare Antikorper

Im Folgenden werden die Sekundarantikorper gelistet, die fur die Detektion von
Proteinen in der Immunfluoreszenz oder Western Blot Methode verwendet wurden
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Alle verwendeten Sekundérantikérper.

Name Wirt Verdinnung Artikelnummer Hersteller

Infrarot-Farbstoff-konjungierte Antikorper

IRDye® 680RD anti- Ziege 1:10.000 925-68071 LI-COR
Kaninchen IgG Biosciences,
Bad Homburg

IRDye® 680RD anti- Ziege 1:10.000 925-68070 LI-COR
Maus IgG Biosciences,

Bad Homburg

IRDye® 800CW anti- Ziege 1:10.000 925-32211 LI-COR
Kaninchen 1gG Biosciences,
Bad Homburg

IRDye® 800CW anti- Ziege 1:10.000 925-32210 LI-COR
Maus IgG Biosciences,

Bad Homburg

Fluorophor-konjugierte Antikorper

Alexa Fluor® 488 Thermo Fischer,
F(ab’2) anti-Maus IgG  Ziege 1:300 A11017 Frankfurt/Main
(H+L)
Cy3 anti-Kaninchen  Ziege 1:300 111-165-144 Dianova,
IgG (H+L) Hamburg
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3.5. siRNA und sgRNA

Alle verwendeten siRNAs fir eine transiente und sgRNAs flr eine stabile Transfektion

werden in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete siRNAs und sgRNAs.

Name
Kontroll-siRNA-A

Kontroll-siRNA-B

Kontroll-siRNA-C

PR130 siRNA (h)

PR130 siRNA
(ms)
PPP2R3A sgRNA
(h)
PPP2R3A sgRNA
(h)
Cas9-GFP

3.6. Kits

Stammkonzentration

10 pM

10 pM

10 pM

10 pM

10 pM

20 uM

20 uM

62 uM

Artikelnummer
sc-37007

sc-44230

sc-44231

4392420

sc-108917

Hs.Cas9.PPP2

R3A.1.AA

Hs.Cas9.PPP2
R3A.1.AB

CAS9GFPPRO

Hersteller
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
Integrated DNA
Technologies, lowa,USA
Integrated DNA
Technologies, lowa,USA

Sigma-Aldrich, Minchen

Fur die Detektion von Aggresomen wurde das Aggresomsdetektionskit von Abcam

(ab139486), Cambridge, United Kingdom verwendet.
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3.7. Gerate

Gerate, die fur die Durchfuhrung der Experimente genutzt wurden, werden in

Tabelle 8 aufgelistet.
Tabelle 8: Verwendete Geréite.
Name
Absaugpumpe Vacusafe
Autoclave 5075 ELV
Blottingapparatur Mini Trans-Blot Cell®
CO2-Inkubator HeraCell™
Durchflusszytometer FACS Canto™ Il
Elektrophoreseapparatur
ECHO Rebel Hybridmikroskop
Feinwaage Basic
Fluorescence Microplate Reader
TriStar2 Multimode Reader LB942
Fluoreszenz-Mikroskop
Gelgiellapparatur
Heizblock Thermomixer Comfort
iBright CL1000
Konfokales Mikroskop LSM710
Lichtmikroskop Axiovert 35
Mehrfachdispenser-Pipette
Microplate Reader Sunrise
Mikroskop Zeiss Primovert
Mikrozentrifuge

Neubauer Zahlkammer

Odyssey®-Infrared Imaging-System
pH-Meter FiveEasy™FE20
Pipetten, Pipet-Lite XLS
Pipet-boy, Pipet-X
Rollenmischer RS-TR0S
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Hersteller
IBS Integra Biosciences, Fernwald
Tuttnauer Europe B.V., Breda, NL
Bio-Rad, Minchen

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Minchen
Discover ECHO, San Diego, USA
Sartorius Laboratory, Géttingen

Berthold Technologies, Bad Wildbad

Nikon Instruments, Dusseldorf
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Brand, Wertheim
Tecan, Mannedorf, Schweiz
Zeiss, Oberkochen
Roth, Karlsruhe
Marienfeld-Superior, Lauda-
Koénigshofen
Li-COR Biosciences, Bad Homburg

Mettler Toledo, Giel3en
Mettler Toledo, Giel3en
Mettler Toledo, Giel3en

Phoenix Instruments
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Ruhrplattform Variomag Mono Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Sonifyer UP2200Ht ultrasonic processor Hielscher, Berlin
Spannungsquelle PowerPacTM HC Bio-Rad, Minchen
Sterilbank Lamin Air HB2472 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Tiefkuhler (-20°C) Liebherr, Ochsenhausen
Tiefkuhler (-80°C) SANYO, Minchen
Tischzentrifuge Roth, Karlsruhe
Waage Precisa Junior 500 Precisa
Wasseraufbereitungssystem PURELAB ELGA LabWater
Classic
Wasserbad AQUAIline AL5 Lauda, Lauda-Konigshofen
Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Zentrifuge Heraeus Megafuge 16 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig

3.8. Verbrauchsmaterialen

Alle verwendeten Materialen, die fur den alltaglichen Gebrauch im Labor genutzt

wurden, werden in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Verwendete Verbrauchsmaterialen.

Name Hersteller
CELLStar® Serologische Pipetten Greiner Bio-One, Frickenhausen
(5mL, 10 mL, 25 mL)
CELLStar® Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen
(40 mL, 200 mL)
CELLStar® Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen
(6, 12, 24, 48, 96 wells)
CELLStar® Zellkulturschalen Greiner Bio-One, Frickenhausen
(96 cm, 10 cm)
Combitips® (5 mL) Eppendorf, Hamburg
Deckglaser Roth, Karlsruhe
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FACS-Roéhrchen
Falcon™-Zentrifugenréhrchen
(15 mL, 50 mL)
Glaspipetten
Glaswaren
Kryoréhrchen
Mikrotiterplatten
Mini PROTEANG® Glasplatten

Nitrozellulosemembran,
Amersham™ Protran™ 0.2 uM NC

Objekttrager
Parafilm
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 mL)
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflasche, T-25 und T-75:
Standard Filterkappe
Zellkulturschalen
(96 cm, 10 cm)
Zentrifugenréhrchen (15/50 mL)

3.9. Medien und Medienzusatze

Sarstedt, Nimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig

Brand, Wertheim
Schott Duran, Mainz
Roth, Karlsruhe
Bemis, Meckenheim
Bio-rad, Feldkirchen

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt
Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Alle verwendeten Medien und Medienzusatze werden in der Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Medien und Medienzusétze.

Name
DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Artikelnummer
D0819

Hersteller

Sigma-Aldrich, Minchen
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RPMI — 1640 R8758 Sigma-Aldrich, Munchen
(Roswell Park Memorial
Institute)

FCS (fetal calf serum) S0615 Sigma-Aldrich, Minchen

Penicillin/Streptomycin P4333 Thermo Fischer,

Frankfurt/Main

Natriumpyruvat (100 mM) L0473 Biochrom, Berlin
Opti-MEM® 31985-070 Gibco Life Technologies,

Karlsruhe
3.10. Zelllinien

Im Folgenden werden alle Zellinien aufgelistet, die fur die Bearbeitung der

Fragestellung dieser Dissertation von Noten war.

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien.

Name Herkunft Merkmale/ Medium
Mutationen
Adharente Zelllinien

3250 murine PDAC Zelllinie, aus KRAS-mutiert DMEM,

[385] primaren Pankreastumor p16-Deletion 10 % FCS
isoliert p53-mutiert

8248 murine PDAC Zelllinie, aus KRAS-mutiert DMEM,

[385] primaren Pankreastumor p16-Deletion 10 % FCS
isoliert p53-mutiert

8296 murine PDAC Zelllinie, aus KRAS-mutiert DMEM,

[385] primaren Pankreastumor p16-Deletion 10 % FCS
isoliert p53-mutiert

9591 murine PDAC Zelllinie, aus KRAS-mutiert DMEM,

[385] primaren Pankreastumor p16-Deletion 10 % FCS
isoliert p53-mutiert
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3. Material

BxPC-3
[386-389]

DAN-G
[390-392]

MIA PaCA-2

[393, 394]

PANC-1

[393, 395]

PSN-1

[393, 396]

RPE-1

[397]

S411
[385]

S821
[385]

humane PDAC Zelllinie, wurde
aus einer 61-jahrigen Frau
isoliert

humane PDAC Zelllinie, wurde
im Jahre 1985 aus dem Tumor
einer 68-jahrigen Frau isoliert
humane PDAC Zelllinie, wurde
im Jahre 1975 aus dem Tumor
eines 65-jahrigen

kaukasischen Mann isoliert
humane PDAC Zelllinie, wurde
aus dem Tumor eines
56-jahrigen Mann isoliert
humane PDAC Zelllinie, wurde
aus dem Tumorgewebe eines
Mannes isoliert, welches 1,5
Jahre bei -80 °C gelagert wurde
Humane

Zelllinie, weiblich,

wurde aus der Retina isoliert,

murine PDAC Zelllinie,

aus primarem Pankreastumor
isoliert

murine PDAC Zelllinie,

aus primarem Pankreastumor

isoliert
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KRAS-Wildtyp
p16-wildtyp-
Sequenz,
keine

des Proteins

Smad4-Deletion

KRAS-mutiert
p53-negativ

KRAS-mutiert
p53-mutiert
p16-Deletion

KRAS-mutiert
p53-mutiert
p16-Deletion
KRAS-mutiert
p53-mutiert
p16-Deletion
Smad4-mutiert

keine bekannt

KRAS-mutiert
p16-Deletion
p53-mutiert
KRAS-mutiert
p16-Deletion
p53-mutiert

aber

Expression

RPMI,
10 % FCS

RPMI,
10 % FCS

DMEM,
10 % FCS

DMEM,

10 % FCS,
Na-Pyruvat
RPMI,

10 % FCS

DMEM,

10 % FCS,
Na-Pyruvat
DMEM,

10 % FCS

DMEM,
10 % FCS
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W22 murine PDAC Zelllinie, p53-Deletion DMEM,
[385, 398] aus primarem Pankreastumor 10 % FCS
isoliert

Suspensionszelllinien

HEL wurde 1980 aus dem JAK2V6'7F-Mutation RPMI,
[399] peripheren Blut eines 30- p53-mutiert 20 % FCS
jahrigen Mannes mit p16-mutiert

Erythroleukamie (AML MG6), bei
einem Rezidiv nach einer
Hodgkin-Lymphom
Behandlung, isoliert
HEL ASIAH2 Abkdmmling von HEL Zellen JAK2V81F_Mutation RPMI,

p53-mutiert 20 % FCS
p16-mutiert
SIAH2
CRISPR-Cas9
Knockout
K562 CML-Zelllinie, wurde aus einer p53-mutiert RPMI,
[400] 53-jahrigen Frau isoliert 10 % FCS
MV4-11 AML-Zelllinie, wurde aus FLT3-Mutation RPMI,
[401] einem  10-jdhrigen  Jungen p53-Wildtyp 10 % FCS
isoliert
RAMOS B-Lymphozyten-Zelllinie, p53-mutiert RPMI,
[402] wurde aus einem 3-jahrigen MYC- 10 % FCS
Jungen mit Burkitt-Lymphom Uberexpression
isoliert
RS4-11 ALL-Zelllinie, wurde aus dem p53-mutiert RPMI,
[403] Knochenmark 10 % FCS

einer 32-jahrigen Frau isoliert
Alle verwendeten Zelllinien wurden negativ auf Mykoplasmen getestet. Die PDAC
Zelllinien wurden maximal 12 Mal umgesetzt (passagiert), ehe sie verworfen wurden.
DarlUber hinaus wurde die Identitat der MIA PaCa-2 Zellen zusatzlich durch einen
DNA-Fingerabdruck authentifiziert (DSMZ, Braunschweig).
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3.11. Softwares

Die Tabelle 12 fasst alle Softwares zusammen, die nétig waren, um Daten dieser

Dissertation zu genieren oder auszuwerten.

Tabelle 12: Genutzte Softwares.

Name

Cell*A Imaging Software

EndNote Version X9
FACSDiva™ 7.0
GraphPad Prism 8.3.0.
ICE Software 1.0.6.13

ImagedJ

Image Studio Lite V. 5.2.

Magellan™ 2.0
Microsoft Office365
Odyssey Software

Zen 2009
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Hersteller
Olympus Soft Imaging Solutions,
Mdunster
Thomson Reuters, New York, USA
BD Biosciences, Heidelberg
Graph Pad Software, La Jolla, USA
Berthold Technologies, Bad Wildbad
Wayne Rasband
Li-COR Biosciences, Bad Homburg
Tecan, Mannedorf, Schweiz
Microsoft, Redmond, USA
Li-COR Biosciences, Bad Homburg

Zeiss, Oberkochen



4. Methoden

4. Methoden

4.1. Zellkultur

Im folgenden Kapitel werden alle Schritte beschrieben, die durchgeflihrt wurden, um
neue Zellen aufzutauen, diese zu kultivieren und anschlieBend fur eine unbefristete
Lagerung vorzubereiten. Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen.
Um dies zu gewahrleisten, wurde unter der Sterilbank mit laminarer Stromung
ausschlieB8lich mit Einmalhandschuhen gearbeitet. Die Arbeitsplatte wurde vor
Arbeitsbeginn mit 70 % Ethanol desinfiziert. Alle bendtigten Medien und Puffer, sowie
Pipetten waren ebenfalls steril. Alle Zelllinien wurden in einen Inkubator bei 37 °C und
5 % CO:2 aufbewahrt, um ein optimales und gleichmaRiges Wachstum zu
gewabhrleisten.

Sowohl die humanen als auch die murinen Pankreaskarzinomzellen wurden nach 12
Passagen verworfen, um vergleichbare Ergebnisse aus unabhangigen

Wiederholungen gewahrleisten zu kdnnen.

4 .1.1. Auftauen von Zellen

Dieser Prozess sollte in einem mdglichst kurzen Zeitraum durchgefuhrt werden, da die
Zellen nach dem Auftauen empfindlich sind und schnellstmoglich in das
entsprechende Medium Uberfuhrt werden mussen. Fur das Auftauen wurden 5 mL
Medium (10 % FCS, 1 % Pen/Strep) in einem 15 mL Reaktionsgefaly (Greiner)
vorgelegt und im Inkubator vorgewarmt. Von diesem Medium wurden 1 mL
entnommen, zu den noch gefrorenen Zellen gegeben und diese darin verdinnt. Dieser
Vorgang wurde so oft wiederholt, bis alle Zellen aufgetaut waren. AnschlieRend wurde
die Zellsuspension fir 5 Minuten (min) bei 1300 revolutions per minute (rpm) bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde
in frischem Medium aufgenommen, die Zellen gut damit vermischt und in eine 5 mL
sterile Zellkulturflasche Uberfihrt. Bevor die frisch aufgetauten Zellen fur Experimente

genutzt wurden, wurden diese mindestens einmal umgesetzt.
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4.1.2. Erhaltungskultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Zellkulturflaschen. Alle adharenten
Pankreaskarzinomzellen wurden in DMEM Medium, mit 4500 mg/L Glukose,
L-Glutamin, 10 % FCS und 1 % Penicillin und Streptomycin (Pen/Strep) kultiviert. Es
wurde gewartet, bis der Zellrasen zu 80 % konfluent war, um die Zellen umzusetzen
oder fur Experimente auszusaen. Alle Suspensionszellen (Leukamiezellen) wurden in
RPMI Medium, mit 4500 mg/L Glukose, L-Glutamin und 1 % Pen/Strep kultiviert.
Abhangig von der Zelllinie wurde an FCS-Konzentration variiert.

Die Zelldichte wurde mittels Lichtmikroskops ermittelt. Eine regelmafige Umsetzung
der Zellen war essenziell, da der enge Zell-Zell-Kontakt zum Wachstumsstopp fihren
und die Proliferation somit verlangsamen kann. Durch das regelmaRige Wechsel des
Kulturmediums konnte ein Nahrstoffmangel vorgebeugt werden. Der Vorgang des
Passagierens wurde zwei Mal pro Woche durchgefluhrt, wobei die Zellen in einem
Verhaltnis von 1:10 umgesetzt wurden.

Das Medium wurde abgenommen und der Zellrasen einmal mit einigen Millilitern
phosphate buffered saline (PBS) gewaschen. Zum Abldsen der Zellen wurden, je nach
GrolRRe der Flasche, 1-3 mL 1x Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) [404]
verwendet und im Inkubator bei 37 °C fir 5-10 min inkubiert, um den die optimale
Wirkungstemperatur von Trypsin zu erreichen und den Vorgang des Ablosens zu
beschleunigen. Trypsin ist ein Verdauungsenzym, welches Proteine und Peptiden,
darunter auch Adhasionsproteinen, hydrolytisch spaltet. Durch den Chelatbildner
EDTA werden Calcium und Magnesium gebunden, wodurch Zell-Zell-Kontakte
zusatzlich geschwacht werden [405]. Das vollstandige Ablosen der Zellen wurde unter
dem Lichtmikroskop Uberpruft. Um die Wirkung von Trypsin/EDTA zu stoppen, wurden
7-9 mL Medium zur Zellsuspension hinzugegeben und gut vermischt. Durch das
Mischen werden Zellklumpen vereinzelt. Je nach Konfluenzgrad wurde eine bestimmte
Menge der Zellsuspension in die Zellkulturflasche Uberflhrt und mit frischem Medium
aufgeflllt. Die Flasche wurde mehrmals geschwenkt, um die eine gleichmaRige
Verteilung der Zellen auf dem Flaschenboden zu gewahrleisten. Der Rest der
Zellsuspension wurde entweder verworfen, oder fur die Aussaat von weiteren

Experimenten verwertet.
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Um Suspensionszellen umzusetzen, wurde eine bestimmte Menge aus der
Zellkulturflasche entnommen, welche fur eine Aussaat verwendet oder verworfen
wurde. Die zurlckgebliebene Zellsuspension wurde anschlieBend mit frischem

Medium aufgefillt.

4.1.3. Kryokonservierung

Zellen kénnen tiefgefroren und flr einen spateren Zeitraum konserviert werden, wenn
diese nicht mehr flr Experimente benétigt werden. Fiur den Prozess der
Kryokonservierung wurden ausschliellichen Zellen genommen, die noch keine drei
Male nach dem Auftauen umgesetzt worden sind. Hierbei werden die Zellen bei
-196 °C in flussigem Stickstoff gelagert, wodurch theoretisch eine unbefristete
Lagerung gewahrleistet wird. Das Ablosen von Zellen wurde, wie in Kapitel 4.1.2.
beschrieben, durchgeflihrt. Die somit erhaltene Zellsuspension in einem
Zentrifugenréhrchen wurde bei 1300 rpm fur 5 min bei RT zentrifugiert. Das Medium
wurde abgesaugt und das Zellpellet in dem Einfriermedium vermischt. Das
Einfriermedium besteht aus FCS, welches mit 10 % der Gefrierschutzsubstanz DMSO
zugesetzt ist. Je nach GroRRe des Pellets variiert die Menge des Einfriermediums. Pro
Kryogefall wurden 1 mL Zellsuspension Uberflihrt. Fir einen schonenden
Einfrierprozess wurden die Kryoréhrchen in mit Isopropanol geflllten Einfrierhilfen
gelegt und fir eine Woche bei -80 °C gelagert. Danach konnten die Kryogefallen in

flussigen Stickstoff Uberfuhrt werden.

4.1.4. Zellzahlbestimmung und Aussaat

Wie bereits in Kapitel 4.1.2. beschrieben, ist es wichtig einen passenden
Konfluenzgrad zu erzielen, damit Ergebnisse aus unabhangigen Wiederholungen
vergleichbar bleiben. Dies ist vor allem bei der Aussaat von Zellen fir Experimente
essenziell. Daher wurde flr jede Aussaat die Zellzahl bestimmt. Daflr wurden die
Zellen abgeldst, vereinzelt (s. Kapitel 4.1.2.) und in ein Reaktionsgefal’ Gberfuhrt. Aus
dieser Zellsuspension wurden 10 L abgenommen, auf eine Zadhlkammer aufgetragen
und unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Es wurde eine Neubauer-Zahlkammer fur
die Bestimmung der Zellzahl verwendet. Dieses weist vier gro3e Quadranten auf,

welche selbst nochmal in 16 weitere Quadranten aufgeteilt sind.
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Der Mittelwert x aus den vier grofden Quadranten wurde bestimmt und die Zellzahl

nach Gleichung (1) ermittelt:

Zellen

x-10* = (1)

Je nach GrofRe des Experiments wurde eine bestimmte Anzahl an Zellen pro Milliliter

mL

ausgesat. Dabei variierte die Grole der Schalen und somit auch das Volumen,
welches notig war, um die Schale vollstandig zu bedecken. Die bendtigte Menge an
Zellsuspension pro Experiment wird wie in Gleichung (2) dargestellt berechnet. Dabei

wird ebenfalls die berechnete Zellzahl aus Gleichung (1) beachtet.

gewiinschte Zellzahl

s erechnete Zollzahl — benotigtes Volumen der Zellsuspension [mL] (2)

Das errechnete Volumen konnte entnommen und mit einer bestimmten Menge an

Medium aufgefullt und in die Platten verteilt werden.

Aus Tabelle 13 konnen alle Volumina und die ausgesaten Zellzahlen fur die jeweiligen

Versuchsplatten enthommen werden.

Tabelle 13: Verwendete Schalengrél3e, Volumina und die dazugehdrige ausgeséte Zellzahl.

Schalengrofe Volumen Ausgesiate Zellzahl/well
[mL]

24 h 48 h 72 h
12-well Platte 2 2,00 - 10° 1,00 - 10° 0,50 - 10°
6-well Platte 3 3,50 - 10° 1,75 - 10° 9,00 - 10°
6 cm Schale 5 1,00 - 108 5,00 - 10° -

10 cm Schale 10 3,00 - 108 - -

Fir die Durchflusszytometrie und die Immunfluoreszenz wurden 6-well-Platten, fur

Western Blot- und Proteomanalysen 6 cm- oder 10 cm-Schalen verwendet.
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4.1.5. Behandlung

Zwischen der Aussaat und der Behandlung der Zellen lagen meistens 24 h, jedoch
mindestens 16 h dazwischen, um den Zellen die Zeit zu geben sich zu adaptieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Inhibitoren gearbeitet, die in
unterschiedlichen Stock-Konzentrationen und in verschiedenen Losungsmitteln

vorlagen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete Inhibitoren, ihre Stammkonzentration und Lésungsmitteln.

Inhibitor Stammkonzentration Losungsmittel
[mM]

PD 10 EtOH

HU 100 PBS
MS-275 5 DMSO
MK-1775 1 DMSO
Z-VAD-FMK 50 DMSO
JG-98 10 DMSO
IT 10 Wasser
KU-60019 10 DMSO
Chloroquin 60 Wasser
Lactacystin 10 DMSO

HU wurde vor jeder Anwendung neu angesetzt und nach héchstens 30 min verworfen.
Dafur wurden 0,0076 g HU in 1 mL PBS gelost. Alle anderen Inhibitoren wurden einmal
angesetzt, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Abhangig von der Versuchsreihe und der Volumina der Versuchsplatten wurde die
bendtigte Menge an Inhibitor berechnet und den Zellen anschliel3end verabreicht. Um
Pipettierfehler zu vermeiden, wurden fur Volumina unter 2 pyL eine Verdinnung von
1:10 oder 1:100 angesetzt. Die Zellen standen danach flir 24 h, 48 h oder 72 h im

Inkubator. Es erfolgte kein zusatzlicher Mediumwechsel bei langen Zeitwerten.
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4.1.6. Transiente Transfektion

Um die Auswirkungen von Funktionsverlustmutationen in einzelnen Genen zu
untersuchen, kann die Expression bestimmter Gene spezifisch gehemmt werden.
Dieser Prozess wird als RNA-Interferenz (RNAI) bezeichnet. Hierfur wird eine fremde
doppelstrangige RNA in die Zelle eingebracht, welches um die 21-23 Basenpaare (bp)
lang ist [406-408]. Diese wird small interfering RNA (siRNA) genannt.

Durch die Transfektion der siRNA in die Zelle werden gezielt einzelne Gene
posttranskriptiv auf mRNA-Ebene unterdrickt und die Expression des untersuchten
Proteins verhindert [409]. Dieser Vorgang ist transient und wird als ein knockdown
dieses Gens bezeichnet. Diese Arbeit legt den Fokus auf das Protein PR130, wodurch
die Unterdrickung der PPP2R3A Expression von bedeutendem Interesse ist.

Bei adharenten Zellen erfolgte die Transfektion mit dem Lipofectamine® RNAIMAX
Reagenz. Die Aussaat erfolgte auf 6-well Platten mit 1,50 - 10° Zellen pro well. Fir die
Transfektion wurden verschiedene Mastermixe hergestellt (Tabelle 15). Die

Mengenangaben wurden jeweils fur ein well berechnet.

Tabelle 15: Auflistung der Mastermixe flir eine Transfektion mit sSiRNA.

Kontroll- Lipofectamine®
siPPP2R3A siRNA RNAiIMAX Opti-MEM®
Reagenz

Mastermix 1 - 3 uL - 100 pL
(30 pmol)

Mastermix 2 3 uL - - 100 pL

(30 pmol)
Mastermix 3 - - 5uL 100 pL

Die eine Halfte vom Mastermix 3 wurde zum Mastermix 1 gegeben, wahrend die
andere Halfte in den Mastermix 2 dberfuhrt wurde. AnschlieBend wurden die
Mastermixe fur 10 min bei RT inkubiert. Nach den 10 min wurden jeweils 200 uL des
Transfektionsgemisches tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h wurde dieser Vorgang wiederholt, um einen vollstandigen
knockdown zu erreichen. Nach insgesamt 48 h wurden die Zellen mit PD behandelt.

Der knockdown wurde im Western Blot Uberprift.
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4.1.7. Stabile Transfektion (CRISPR-Cas9) [410]

Eine weitere Moglichkeit ein Gen gezielt auszuschalten oder zu modifizieren, erfolgt
Uber die gentechnische Methode des clustered regularly interspaced short palindromic
repeats-CRISPR-associated 9 (CRISPR-Cas9). Das Gen wird auf der DNA-Ebene
»-angegriffen”, wobei die Veranderungen permanent bleiben. Man spricht in diesem Fall
von einem knock-out des Gens. Das Protein Cas9 ist eine Nuklease, welches als
Schneidemolektl der DNA fungieren soll. Um spezifisch an einer DNA-Sequenz zu
schneiden, wird eine single guide RNA (sgRNA) bendtigt, welche komplementar zum
Abschnitt der Ziel-DNA ist. Im Prinzip wird bei dieser Methode ein Doppelstrangbruch
durch die Cas9-Nuklease generiert, wodurch Reparaturmechanismen aktiviert
werden. Wahrend der Reparatur der DNA durch HR oder NHEJ, werden die gewollten
Modifikationen eingebaut [410-413]. Die verwendete Cas9-Nuklease war an green
fluorescent protein (GFP) gekoppelt.

Bei adharenten Zellen konnten die besten Ergebnisse mit dem Lipofectamine™
CRISPRMAX™ Cas9 Transfektionsreagenz erzielt werden. Fir diese Experimentreihe
wurden 1,00 - 10° Zellen auf 6-well Platten ausgesét. Fur die Transfektion wurden
Mastermixe hergestellt, dessen Zusammensetzungen aus der folgenden Tabelle
entnommen werden konnen (Tabelle 16).

Tabelle 16: Mastermixe fiir CRISPR-Cas9 Transfektionen.

Opti-MEM® Cas9- sgRNA Cas9 Plus™ CRISPRMAX™

Medium Nuklease Reagenz
Mastermix 1 125 L 6250 ng 1200 ng 12,5 uL -
Mastermix 2 125 pL - - - 7,5 yuL

Das Cas9 Plus™ Reagenz wurde immer zuletzt zu Mastermix 1 zugegeben. Damit das
im Opti-MEM® Medium geloste CRISPRMAX™ Reagenz nicht langer als drei Minuten
stehen gelassen wurde, wurden die zwei Mastermixe vereinigt und far
5-10 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden pro well 250 uL des
Transfektionskomplexes zu den Zellen getropft. Nach 24 h im Inkubator bei 37 °C

wurde dieser Prozess wiederholt.
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Nach 48 h wurden die Zellen steril geerntet und fur die durchflusszytometrische Einzel-
Zell-Sortierung vorbereitet. Durch die Kopplung mit GFP werden von dem
Durchflusszytometer nur Zellen verwertet, die Cas9 aufgenommen haben, was eine
Voraussetzung flr eine erfolgreiche Transfektion ist. Somit werden einzelne Zellen,
sogenannte single clones, in eine 96-well Platte transferiert, welche zuvor mit jeweils
200 pL Medium, 20 % FCS und 1 % Pen/Strep pro well vorbereitet wurden
(s. Abb. 16).

Diese werden im Inkubator fur 2-3 Wochen inkubiert, sodass aus einer einzelnen Zelle
eine Zellpopulation anwachsen kann. Ob das Zielgen erfolgreich ausgeschaltet war,

wurde im Immunoblot Uberprift. Daflir wurden alle Einzelklone gepickt und untersucht.

Y

Mastermix :@ c@ Mastermix 2

5— 10 min
Inkubation

Aussaat O O O Adaption Q Q sterile Ernte
—_— —_— —_—
006 "+ |00 6] ==

Zellkultur Transfektion (2x)
|sr’ngn’e cell
sorting
888888888888
S== 8 8 8 8 2-3wochen |$38833553353
== TTa7c | |0083888382883
S =e QOO sweo, |se88888888EE

Herstellung von Lysaten & Kultivierung und Vermehrung

Verifizierung des knockdowns von Klonen

via Immunoblot
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4.2. Durchflusszytometrische Analysen

In vielen Bereichen der Forschung, wie zum Beispiel der Molekularbiologie,
Immunologie oder Krebsbiologie, wird die Technologie der fluorescence-activated cell
sorting (FACS) genutzt, um einzelne Zellen in Losung zu analysieren. Dabei werden
Zellpopulationen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die durch den Laser des
Durchflusszytometers angeregt werden und Fluoreszenz emittieren. Diese Signale
werden von Photodioden oder Photomultipliern aufgefangen und in elektronische
Signale umgewandelt [414].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle durchflusszytometrische Analysen am FACS
Canto Il (BD) durchgefihrt.

4.2.1. Zellvitalitatsanalyse mittels Annexin/Pl-Doppelfarbung

Der erste Schritt die Toxizitat einer Substanz in Zellen zu ermitteln, ist die Messung
des Zelltods nach Behandlung der Zellen mit dieser Substanz. Eine hoch sensitive
Methode fur die Bestimmung der Apoptoserate ist eine Doppelfarbung mit Annexin-V
und Propidiumiodid (Pl) [415]. Bei dieser Methode wird zwischen lebenden Zellen
(Annexin-V, Pl negativ), frih apoptotischen (Annexin-V positiv, Pl negativ) und spat
apoptotischen/nekrotischen Zellen (Annexin-V, Pl positiv) unterschieden.

Die Bindung von Annexin-V an die Plasmamembran zeigt den Zustand ihrer Integritat
und Permeabilitdt. Pl interkaliert in die DNA und wird somit haufig zur Farbung des
Zellkerns verwendet. Annexin-V hat eine hohe Bindungsaffinitdt zu dem
Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS). Dieses ist in der Zellmembran
lokalisiert und flippt wahrend der Apoptose von innen nach auf3en. Der bei dem Assay
verwendete Annexin-V-Bindepuffer enthlt Ca?*lonen, welche die Bindung zwischen
Annexin-V und PS verstarkt [416, 417]. Zellen, die sich in der spaten Apoptose
befinden oder nekrotisch sind, weisen sowohl eine Annexin-V- als auch eine PI-
positive Farbung auf, da hier die Integritat der Plasma- und Kernmembran abnimmt,
sodass Pl in die Zelle eindringt, in die DNA interkalieren und Fluoreszenz im
Durchflusszytometer emittieren kann. Bei lebenden Zellen und Zellen in der frihen
Apoptose kann Pl die Zellmembran nicht passieren und gibt somit kein Signal.

Das verwendete Annexin-V war mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein

Isothiocyanat (FITC) gekoppelt.
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Bei stark autofluoreszierenden Substanzen, die die Signale im FITC Kanal
Uberlagerten, war das Annexin-V mit dem Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin (APC)
gekoppelt.

Die Zellen wurden, wie in Kapitel 4.1.4. und Kapitel 4.1.5. beschrieben, ausgesat und
behandelt. Die Ernte erfolgte direkt in FACS-R6hrchen. Dabei war es wichtig, den
Uberstand ebenfalls mitzunehmen, da sterbende Zellen sich ablésen und im Medium
verweilen. Die Proben wurden fur 5 min bei 1300 rpm und RT zentrifugiert. Nachdem
der Uberstand verworfen wurde, wurde das Pellet mit einmal mit 1 mL PBS gewaschen
und erneut =zentrifugiert. Sowohl Annexin-V als auch Pl wurden in
1x Annexin-V-Bindepuffer gelost. Pro Probe wurden 2,5 pL Annexin-V und 50 pL
1x Bindepuffer verwendet. Fur den Pl Mastermix wurden 10 uL Pl (50 pg/uL) und 430
ML 1x Bindepuffer pro Probe angesetzt. Die Zellen wurden zuerst mit Annexin-V fir 20
min bei RT unter Lichtausschluss gefarbt. Kurz vor der Messung erfolgte die Farbung
mit Pl. Die Messung am FACS Canto Il wurde direkt im Anschluss durchgefuhrt.

4.2.2. Zellzyklusanalyse und SubG1 Bestimmung

Der Zellzyklus ist ein komplexer Vorgang und lauft in verschiedenen Zellzyklusphasen
ab. Der DNA-Gehalt der Zelle unterscheidet sich abhangig davon, in welcher Phase
die Zelle sich befindet. Diese Unterschiede kénnen durch Zugabe von Pl im FACS
gemessen werden, wobei die Pl-Fluoreszenz in einer Zelle direkt proportional zum
DNA-Gehalt dieser Zelle ist.

Die geringste Fluoreszenzintensitat wird in der SubG1-Phase erfasst, die den Bereich
der abgestorbenen Zellen umfasst, deren DNA bereits fragmentiert ist. In diesem
Stadium kann das PI kann nicht mehr binden, was zu einer Abschwachung des Signals
fuhrt [418].

Als nachstes kommen Zellen, die sich in der GO0/G1-Phase befinden. Diese
Zellzyklusphase wird auch als postmitotische Phase bezeichnet. Hier liegt eine
diploide Zelle mit je einem Chromatid pro Chromosom vor (2n1C). In der S-Phase
findet die DNA-Replikation statt, was dazu fuhrt, dass diese Phase als nachstes im
Histogramm in der Durchflusszytometriemessung kommt. Die Phase mit dem
héchsten DNA-Gehalt und somit auch der hdéchsten Fluoreszenzintensitat ist die
G2/M-Phase.
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Hier liegt der vollstandige diploide Zwei-Chromatid-Chromosomensatz (2n4C) vor
[418]. In der 4N Fraktion befinden sich Zellen, die mehr als zwei Satze an
Chromosomen besitzen. Diese werden als polyploide Zellen bezeichnet [419].

Die Ernte erfolgte analog, wie in Kapitel 4.2.1. beschrieben. Nach dem Waschen mit
1x PBS wurde das Pellet in 150-200 pL 1x PBS vermischt und mit 2 mL eiskaltem
80 % EtOH fixiert. Fur die vollstandige Permeabilisierung wurden die Proben flr
mindestens 4 h, jedoch héchstens fur eine Woche bei -20 °C gelagert.

Bei der Zellzyklusanalyse handelt es sich um keine Lebendzellfarbung, da die Zellen
zuvor mit EtOH fixiert wurden. Der Vorteil hiervon ist, dass die Messung nicht am
selben Tag stattfinden muss, sondern auf einen spateren Zeitpunkt verschoben
werden kann.

Am Tag der Messung wurden die Proben fur 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Pellets einmal mit 1x PBS gewaschen.
Anschliefend wurden die Pellets in 333 pyL 1x PBS und 1 pL RNase A (10 mg/mL)
vermischt und bei RT fur 1 h inkubiert. Kurz vor der Messung wurden den Proben
165 uL PI (50 pg/mL) zugesetzt. Ab diesem Schritt wurden die Proben lichtgeschutzt
und gekuhlt behandelt. Die Messung am FACS Canto Il erfolgte direkt nach der
Farbung.

4.2.3. Farbung und Detektion von Aggresomen

Der Begriff Aggresom beschreibt eine Anhaufung von Proteinaggregaten einer Zelle
[420]. Proteinaggregate sind zytotoxisch und entstehen, wenn die Synthese und
Stabilitat von Proteinen beeintrachtigt sind [327, 421]. Um diese Aggregate aufzuldsen
sind verschiedene Mechanismen des Proteinabbaus beteiligt, wie das UPS [422],
Autophagie [423] und HSPs. Diese sind auch fur die ordnungsgemafe (Neu-)Faltung
von Proteinen zustandig. Um aggregierte Proteine in Zellen nachzuweisen, wurde im
Rahmen dieser Dissertation das Aggresom-Detektionskit (Abcam, ab139486)
verwendet.

Die Zellen wurden ausgesat und behandelt (s. Kapitel 4.1.5.). Die Ernte erfolgte direkt
in FACS-Rohrchen. Die Proben wurden anschlieend fur 5 min bei 1300 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 200 pyL 1x PBS
gewaschen und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Im nachsten

Schritt wurde das Zellpellet sorgfaltig mit 200 yL PBS vermischt.
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Um die Zellen zu fixieren, wurde die Zellsuspension langsam zu einer 2 mL 4 %
Formaldehydlosung (37 % Formalin verdunnt in 1x Assay-Puffer) getropft und
anschlieRend gemischt. Es erfolgte eine Inkubationszeit von 30 min bei RT. Die
Proben wurden nun bei 800 x g fur 15 min zentrifugiert und der Uberstand
anschlieBend verworfen. Die Pellets wurden in 2 mL PBS vermischt und erneut fur
15 min bei 800 x g zentrifugiert. Um die Zellen zu permeabilisieren, wurde ein Gemisch
aus 0,5 % Triton X-100 und 3 mM EDTA (pH = 8) in 1x Assay-Puffer vorsichtig zu der
Zellsuspension gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit fur 30 min auf Eis. Die Proben
wurden erneut flr 15 Minuten bei 800 x g zentrifugiert und anschlieend mit 1x PBS
gewaschen. Um Zelltrimmer zu entfernen, wurden die Zellsuspensionen in ein
Zellsieb gegeben und zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte bei 800 x g fur 15 min.
Um Aggresome im FACS zu detektieren, wurde das Aggresom-Detektionsreagenz in
1x Assay-Puffer (1:5000) frisch angesetzt. Nach dem der Uberstand verworfen wurde,
wurden die Zellpellets in jeweils 500 pyL der Aggresom-Detektionslosung vermischt.
Die Proben wurden flr weitere 30 min lichtgeschutzt bei RT inkubiert. Die Messung

erfolgte direkt nach der Inkubationszeit am FACS Canto Il.

4.2.4. Isolierung und Farbung der PBMC Populationen

Die PBMCs wurden mit der Biocoll® Trennlésung (Bio & SELL) aus buffy-coats
(Leukozytenfilm) von vier gesunden Spendern isoliert, welchebereits negativ auf
allgemeine Infektionen getestet wurden. Die Zellen wurden mit 0.1 uM, 0.5 uM oder
1 uM PD, 0.1 uM oder 0.5 pM MK-1775 oder in Kombination (PD + MK-1775) 24 h
behandelt und zur Bewertung der Apoptose einer Durchflusszytometrie unterzogen.
Die Proben wurden auf Abstammungsmarker angefarbt. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen in Farbepuffer (1x PBS, 2 % FCS, 0.5 mM EDTA) gewaschen und mit humanem
FcR-Blockreagenz (Nr. 130-059-901, Miltenyi Biotec) inkubiert, um die
Antikorperbindung an Fc-Rezeptoren zu verhindern. AnschlieRend wurden die Proben
mit fluoreszenz-markierten Antikérpern inkubiert (20 min, 4 °C) und mit
1x PBS gewaschen. Es erfolgte im Anschluss die Farbung mit Annexin-V FITC
(#640906, BioLegend) fur 20 min unter Lichtausschluss, um die frihe Apoptose zu
bestimmen. Um die Zellen in der spaten Apoptose/Nekrose zu detektieren, wurden
5 min vor der Messung das SYTOX™ AADvanced™ (#S10349; ThermoFisher) den

Proben hinzugefugt.
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Die Messungen erfolgten mithilfe des Attune™ NxT Durchflusszytometers (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) und die Analyse sowie die Auswertung der Daten wurde
unter Verwendung der Attune NxT-Software (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
durchgefihrt. Die Zellen wurden wie folgt definiert: CD3+ als T-Zellen, CD3-CD19+ als
B-Zellen, CD3-CD19-CD14+ als Monozyten, CD3-CD19-CD1c+ als dendritische
Zellen, CD3-CD19-CD56+ als naturliche Killerzellen (NK), CD3-CD14-CD19-CD56-
CD11b+CD15+ als Neutrophile und CD3-CD14-CD19-CD56-CD11b+ als PMNs. Die
folgenden Antikorper von Thermo Fisher wurden verwendet: CD11b BV510 (#101263),
CD1c BV605 (#331538), CD3 BV711 (#344838), CD14 PE (#301850) von BioLegend;
CD15 APC (#17-0158-42), CD56 PE-Cy7 (#25-0567-42), CD19 SuperBright436
(#62-0199-42).

Diese Methodik wurde von Frau Yanira Zeyn, im Zuge einer Kooperation mit der AG

Grabbe/Bros von der Universitatsmedizin Mainz, durchgefthrt.

4.3. Proteinexpressionsanalysen

Um posttranslationale Modifikationen oder die Regulierung von Proteinen auf
verschiedenen Behandlungen zu analysieren, kann die Methodik der sodium dodecyl
Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) mit anschlieRendem Transfer

auf eine Nitrozellulosemembran angewandt werden.

4.3.1. Herstellung von Proteinlysaten

Im ersten Schritt werden Gesamtzellextrakte hergestellt. Dafir wurden die Zellen
ausgesat, behandelt und nach 24 h geerntet. Die Ernte erfolgte in 15 mL grofRRe
Zentrifugenrohrchen (Greiner). Es folgte die Zentrifugation der Proben flr 5 min bei
1300 rpm. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 mL 1x PBS vermischt
und in 1,5 mL Eppendorf GefalRe Uberfuhrt. Im nachsten Schritt wurden die Proben flr
weitere 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die
erhaltenen Zellpellets konnten entweder bei -80 °C gelagert oder direkt in Lyse-Puffer

aufgenommen werden. Ab diesem Schritt wurden die Proben auf Eis behandelt.
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Die Zusammensetzung des dafur bendtigten 0,5 % NET-N Lyse-Puffers ist in
Tabelle 4 dargestellt. Abhangig von der bendtigten Menge an Lyse-Puffer, wurde ein
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (Sigma) in einem Verhaltnis von 1:100 frisch
dazugegeben. Je nach Grole des Pellets wurden etwa 80-200 uL Lyse-Puffer
verwendet. Nach sorgfaltigem Mischen des Pellets mit dem Puffer wurden die Proben
bei einer Amplitude von 10 % und einer Power von 40 % fur 10 Sekunden sonifiziert.
Die Proben wurden fiir 25 min bei 14800 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
ist das fertige Lysat und wurde in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefaly uberfuhrt. Die

Lysate kdnnen bei -20 °C bis zum Aufbrauchen gelagert werden.

4.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford [424]

Um die gleiche Menge von Proteinen in den verschiedenen Proben zu erhalten, wurde
im nachsten Schritt die Proteinmenge quantitativ bestimmt. Bei dieser Methodik
handelt es sich um ein photometrisches Verfahren, in dem das Absorptionsmaximum
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue sich verschiebt.

Diese Verschiebung beruht auf der Menge an Protein, die in der Probe enthalten ist
und sich an den Farbstoff binden kann. Ohne gebundene Proteine liegt das
Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant Blue bei 465 nm. Werden Proteine
gebunden, verschiebt sich dieses auf 595 nm [425]. Ein optischer Unterschied kann
ebenfalls wahrgenommen werden. Je mehr Protein in der Probe enthalten ist, desto
blauer wird die Lésung. Die Menge des blauen Farbstoffsist hierbei direkt proportional
zur Proteinmenge. Mithilfe einer Standardgerade mit bekannten Konzentrationen kann
der Proteingehalt der Proben berechnet werden. Dafur wurde eine
Konzentrationsreihe mit dem Protein bovine serum albumin (BSA) verwendet. Die
Konzentrationen der Standardgerade kann Tabelle 17 enthommen werden.

Der Bradford-Assay wurde in eine 96-well-Platte durchgefiihrt. Dafir wurden die zu
analysierenden Proben in einem Verhaltnis von 1:10 verdinnt. Bei stark konzentrierten
Proben wurde eine Verdinnung von 1:20 angewendet. Es wurde eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Je 10 pL einer Probe und einer Probe der
Standardgerade wurden nach und nach in die wells pipettiert. Die wells wurden
anschlieRend mit 200 pL Bradford-Reagenz aufgeflllt und fir 5-10 min bei RT unter

Lichtauschluss inkubiert.
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Tabelle 17: BSA-Standardgerade fiir eine Proteinbestimmung nach Bradford.

Konzentration dest. Wasser 1 mg/mL BSA
[ug/10 pL] [bL] [uL]
0 30 0
0,5 28,5 1,5
1 27 3
2 24 6
3 21 9
4 18 12
5 15 15

Die Zusammensetzung des Bradford-Reagenzes kann der Tabelle 4 entnommen
werden. Anschlielend wurde die Platte im Microplate Reader fur 10 Sekunden
geschittelt und die Messung erfolgte bei der Absorptionslange von
595 nm. Um eine gute Detektion der Proteine zu gewahrleisten, wurden 30-40 pg
Protein aufgetragen. Fir ein einheitliches Pipettiervolumen wurden die Proben
anschlieBend mit dest. Wasser aufgefullt. Fir Kdmme mit zehn Taschen wurde ein
Endvolumen von 36 puL kalkuliert und fir Kdmme mit 15 Taschen betrug das
Endvolumen 30 pL. Die Proben wurden im letzten Schritt noch mit 6x Probenpuffer im

Verhaltnis von 1:6 des Endvolumens beladen.

4.3.3. SDS-Gelelektrophorese und Western Blot-Analyse

Mit einer SDS-PAGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem
elektrischen Feld aufgetrennt. Dabei ist die PorengroRe des Gels, die durch die
Acrylamidkonzentration des Gels bestimmt wird, ebenfalls ein entscheidender Faktor.
Mit steigender Konzentration nimmt die GrofRe der Poren ab. In diesem Fall werden
kleine Proteine in der unteren Halfte des Gels gut aufgetrennt, wahrend grof3e Proteine
sich im oberen Teil des Gels befinden [426-428].

Fir die Wanderung der Proteine im elektrischen Feld, wurden diese denaturiert. Daflr
wurden die Proben aus Kapitel 4.3.2. fir 5 min bei 95 °C und 800 U/min erhitzt. Das
im 6x Probenpuffer enthaltene SDS ist ein anionisches Detergens, welches sich an die
denaturierten Proteine anlagert und die Eigenladung der Proteine Uberlagert. Dadurch

entsteht ein negativ geladener Proteinkomplex, das sich im angelegten elektrischen
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Feld zur Anode bewegt. Groldere Proteine bewegen sich dabei langsamer als Proteine
mit einem geringeren Molekulargewicht.

Die Polyacrylamid-Gele wurden am vorigen Tag vorbereitet, wobei das Gel eine
Zweiteilung aufweist. Das Sammelgel besitzt einen niedrigeren pH-Wert und ist
grol3poriger als das Trenngel. Man spricht daher von einer diskontinuierlichen
Elektrophorese [429]. Die Zusammensetzungen fir die verwendeten Sammel- und
Trenngele konnen aus Tabelle 18 entnommen werden. Im Rahmen dieser Arbeit

wurden ausschlieRlich Gele mit einer Dicke von 1,5 mm verwendet.

Tabelle 18: Zusammensetzung der verwendeten Sammel- und Trenngele. Die angegeben Mengen gelten jeweils
fiir zwei 1 mm Gele.

Sammelgel Trenngel
7,5 % 10 % 15 %
dest. Wasser 4,4 mL 6,5 mL 5,6 mL 4,2 mL
1 M TRIS (pH 6,8) 0,76 mL - - -
1,5 M TRIS (pH 8,8) - 3 mL 3 mL 3 mL
Acrylamid 0,76 mL 2,3 mL 3,1 mL 4,6 mL
10 % SDS 60 uL 120 pL 120 uL 120 pL
10 % APS 60 pL 60 pL 60 pL 60 uL
TEMED 6 pL 6 pL 6 uL 6 pL

Das Trenngel wurde zuerst gegossen und anschlieBend mit einigen Millilitern
Isopropanol Uberschichtet. Sobald das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das
Isopropanol abgekippt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Dabei wurden
dem Sammelgel entweder Kdmme mit 10 oder 15 Taschen eingesetzt. Nachdem das
Sammelgel ebenfalls auspolymerisiert war, wurden die Gele in feuchten Tichern
eingepackt und bei 4 °C bis zum Gebrauch, jedoch hochstens eine Woche, gelagert.
Am Tag der Gelelektrophorese wurden die Kamme gezogen, die Gele in die
Apparaturen eingespannt und mit SDS-Elektrophorese-Puffer aufgefillt. AnschlieRend
erfolgte die Beladung der Proben. Zusatzlich wurde pro Gel noch 4 pL des
Molekulargewichtsmarkers PageRuler Prestained Protein Ladder in eine freie Tasche
beladen. Die Gelelektrophorese startete bei 95 V. Sobald die Proben im Sammelgel
gesammelt wurden und anfingen in das Trenngel Uberzulaufen, wurde die Spannung
auf 125 V erhoht. Die Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das

Ende des Gels erreichte.
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Im nachsten Schritt erfolgte die Ubertragung der Proteine im Gel durch das
Tankblotting im Transferpuffer auf eine Nitrozellulosemembran. Diese wurden im
Voraus im Transferpuffer inkubiert. Auch bei dieser Methode wurde ein elektrisches
Feld angelegt, sodass die negativ geladenen Proteine zur Anode wandern konnten.
Folglich wurde die Membran auf die Seite der Anode angebracht und das Gel auf die
Seite der Kathode. Zusatzlich wird dieser Aufbau noch von Whatman-Papier und

Schwammen umhdillt und in eine Blotkassette eingespannt (Abbildung 17).

Kathode
______________ o —  Schwamm
= \/Vhatman Papier
Gel
““““““““““““““““““““““““““““ =mmmmm  Njtrocellulosemembran
-+
Anode

Abbildung 17: Aufbau einer Blotkassette.

Die Schwamme und die Whatman-Papiere wurden ebenfalls im Transferpuffer
eingelegt. Es wurde darauf geachtet, dass keine Luft zwischen dem Gel und der
Membran war. Es wurde zusatzlich mit einem Kuhlakku gekuhlt, welches in der
Blotkammer platziert wurde. Nachdem die Blotapparatur mit dem Transferpuffer
aufgeflillt wurde, wurde eine Stromstarke von 150 mA pro Gel eingestellt. Der Transfer
dauerte in der Regel 2,5 h. Die Membran wurde nach der Ubertragung einmal fir 5
min in 1x TBS-T gewaschen und anschlieBend in einer Lésung von 5 %
Magermilchpulver in 1x TBS-T fur 1 h geblockt. Dies ist ein essenzieller Schritt, da
diese Methodik auf der spezifischen Antigen-Antikorper-Interaktion basiert [430].
Durch das Inkubieren der Membran in Milchpulver werden unspezifische und
proteinfreie Stellen auf der Membran geblockt, sodass stérende Hintergrundsignale
auf das Minimum reduziert werden kdnnen. Die Membran wurde anschliel3end Uber

Nacht in den jeweiligen Primarantikdrpern auf einem Rollschuttler bei 4 °C inkubiert.

4.3.4. Proteindetektion

Am nachsten Tag wurde die Membran drei Mal fir 5 min in 1x TBS-T gewaschen.
Wahrend des Waschvorgangs, wurden die passenden Sekundarantikdrper angesetzt.

Die verwendeten Sekundarantikérper waren an einem Infrarot-Farbstoff gekoppelt.
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Die Inkubation der Membranen im Sekundarantikorper erfolgte lichtgeschutzt fir 2 h
bei RT. Um Hintergrundsignale durch mdgliche Antikorperrickstande zu entfernen,
wurden die Membranen erneut dreimal fir 5 min in TBS-T gewaschen. Die Proteine
wurden zeithah am Odyssey©-Infrared Imaging System detektiert.

4 4. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz (IF) [431] ist eine mikroskopische Methode, die auf der
spezifischen Antigen-Antikorper-Wechselwirkung beruhen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die direkte Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Diese erlaubt die Anfarbung und
Visualisierung von Zellstrukturen im Fluoreszenzmikroskop, wie dem Zytoskelett oder
Organellstrukturen. Es werden hierbei Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper in die Zelle

eingebracht, welche an die Zielstruktur binden.

4.4.1. Vorbereitung der Deckglaser

Fur die IF werden besondere 20x20 mm Deckglaser bendétigt. Daflr wurden diese
zuvor fur 20 min in Diethylether im Abzug inkubiert und anschlieRend fiur jeweils
5 min mit 100 % EtOH, 70 % EtOH und dest. Wasser gewaschen. Um die Oberflache
anzurauen, wurden die Deckglaser zusatzlich in 1 M HCI far 20 min auf einem
Kippschuttler inkubiert. Um HCI Ruckstande vollstandig zu entfernen, wurden die
Deckglaser mit dest. Wasser gewaschen. AnschlieRend konnen diese bis zur

Verwendung in 70 % EtOH bei 4 °C gelagert werden.

4.4.2. Aussaat und Fixierung der Zellen

Die Zellen wurden zuvor ausgesat, mit bestimmten Konzentrationen behandelt und fur
eine bestimmte Zeit inkubiert. Dabei erfolgte die Aussaat der Zellen direkt auf die
Deckglaser in den 6-well Platten. Um zu gewahrleisten, dass keine EtOH Rickstande
mehr vorhanden waren, wurden die Platten einmal mit sterilem Medium gespult. Es
wurden 2 - 10° Zellen pro Probe (fir 24 h) ausgesét.

Nach dem die Behandlungszeit abgelaufen war, wurde das Medium abgesaugt und
der Zellrasen einmal mit 1x PBS fiur 5 min gewaschen. Fir die Fixierung wurde das
1x PBS abgesaugt, die Zellen wurden sofort mit eiskaltem Methanol/Aceton (7:3)

Uberschichtet und exakt fiir 8 min bei -20 °C inkubiert.
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Nachdem die Methanol/Aceton-Lésung wieder abgesaugt wurde, wurde der Zellrasen

anschlieRend drei Mal mit 1x PBS fir jeweils 5 min gewaschen.

4.4.3. Permeabilisierung, Blocken unspezifischer Bindungsstellen und Farbung
der Zellen

Im néchsten Schritt wurden die Zellen mit einer 5 % BSA/PBS-LAsung fur 1 h bei RT
inkubiert. Dies dient dem Absattigen (Blockieren) unspezifischer Bindestellen. Daflr
wurden 150 pL der Blockier-Losung in kreisformige Bewegungen auf die Zellen
getropft. Das in der Blockier-Losung enthaltene Triton X-100 dient dazu, die fixierten
Zellen fiur die Antikdrper permeabel zu machen. Die genaue Zusammensetzung der
Blockier-Losung kann aus Tabelle 4 entnommen werden. Fur die Farbung der Zellen
mit dem Primarantikorper, wurde dieser in einer bestimmen Konzentration in Blockier-
Lésung verdunnt. Es wurden pro Probe 180 uL Primarantikdrper-Losung vorsichtig auf
die Zellen getropft. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.

Am nachsten Versuchstag wurden die Zellen auf den Glasplatten 3 x 5 min mit
1x PBS gewaschen, um nicht gebundene Primarantikdrper zu entfernen. In dieser Zeit
wurden die Sekundarantikérper vorbereitet. Da diese lichtempfindlich sind, musste ab
diesem Schritt lichtgeschitzt gearbeitet werden. Die Sekundarantikérper wurden in
einem Verhaltnis von 1:300 in Blockier-L6sung angesetzt. Es wurde pro Probe 180 uL
Sekundarantikorper-Losung verwendet. Die Inkubation erfolgte fur 1 h bei RT unter
Lichtausschluss. Anschlielend wurden die Glasplatten 2 x 5 min mit 1x PBS
gewaschen. Um Hintergrundsignale zu minimieren, erfolgte eine Inkubation mit
Hochsalz-PBS fur exakt 2 min. Es wurde abschlieRend fur 5 min erneut mit 1x PBS

gewaschen. Damit war die Farbung der Proteine abgeschlossen.

4.4.4. Nukleusfarbung und Versiegelung

Um den Zellkern zu visualisieren, wurde dieser mit TO-PRO™-3 (Thermo Fischer)
gefarbt. Daflir wurden das TO-PRO™-3 in Vectashield® (Biozol) in einem Verhaltnis
von 1:100 geldst. Aufgrund der viskosen Eigenschaften des Vectashields, war ein sehr
gutes Durchmischen dringend erforderlich. Die Objekttrager wurden gereinigt und
beschriftet. Fiir jede Probe wurden 10 uL des Vectashield-TO-PRO™-3- Gemisches

verwendet. Dieses wurde als Tropfen auf den Objekttrager angebracht.
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Die Deckglaser wurden langsam und vorsichtig mit der Zellseite nach unten auf den
Objekttrager gelegt. Dabei wurde ein Skalpell zur Hilfe genommen, um die Glasplatte
zu stitzen. Dieser Schritt wurde unternommen, um maogliche Luftblasen zwischen dem
Deckglas und dem Objekttrager zu vermeiden. Die Rander der Deckglaser wurden
anschlieend mit Klarlack versiegelt. Die Proben wurden entweder direkt im Anschluss
am konfokalen Mikroskop LSM710 analysiert oder bis zur Messung bei 4 °C
lichtgeschutzt gelagert. Die Auswertung erfolgte mit der Software Imaged. Dafur

wurden 100-200 Zellen pro Kondition ausgezahlt und in die Statistik eingebracht.

4.5. SILAC und Proteomanalyse [432, 433]

Die Proteomanalyse erlaubt einen Einblick in die Gesamtheit der Proteine einer Zelle
an einem bestimmten Zeitpunkt zu definierten Bedingungen. Durch die Methodik kann
erkannt werden, welches Protein in welcher Menge vorhanden ist und wie dieses unter
den gegebenen Bedingungen reguliert wird. Die einzelnen Proteine werden
massenspektrometrisch analysiert. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die
Proteomanalyse dem Labelling mittels SILAC (stable isotope labelling with amino acids
in cell culture) angeschlossen. SILAC wird in der Forschung eingesetzt, um
Proteinmengen quantitativ zu bestimmen [434]. Dabei werden die Unterschiede durch
den metabolischen Einbau von stabilen, nicht-radioaktiven Aminosaure-Isotopen
massenspektrometrisch erfasst.

FiUr die stabile Isotopenmarkierung wurden die Zellen 2 Wochen (~ 4 Passagen) in
light Medium (L-Arginin-0, L-Lysin-0) und heavy Medium (L-Arginin-10, L-Lysin-8)
kultiviert. Nachdem die Zellen wieder ein normales Wachstumsverhalten zeigten, war
die Markierung vollendet. Es folgte eine Aussaat und die Behandlung der Zellen. Nach
Ablauf der Behandlungszeit wurden alle Zellfraktionen in ein Zentrifugenréhrchen
geerntet und bei 1300 rpm fur 5 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in einigen
Millilitern 1x PBS aufgenommen und erneut zentrifugiert (1300 rpm, 5 min).
AnschlieBend wurden die Zellen abhangig von der Pelletgrole in
100-130 pL NuPAGE® LDS Sample Buffer (1x) (Thermo) und 10 % 1M DTT vermischt

und fur 30 min auf Eis inkubiert.
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Die Proben wurden im Anschluss fur 10 Sekunden sonifiziert (Amplitude 10 %, Power
40 %) und bei 70 °C auf einem Heizschuttler fur 10 min erhitzt. AbschlieRend wurden
die Proben fiir 25 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand ist das fertige
Lysat. Diese wurden in frische 1,5 mL ReaktionsgefalRe uberfihrt und zur
massenspektrometrischen Untersuchung gebracht. Die Messung und die Auswertung
der Proben wurde von Dr. Falk Butter am IMB Mainz durchgeflhrt
[435, 436].

Die Rohdaten der massenspektrometrischen Untersuchungen sind auf dem Server
ProteomeXchange Consortium, uber den Partner PRIDE (Proteomics Identifications)
mit der ldentifikationsnummer PXD044854 [437], zuganglich.

4 6. Statistik

Zur Validierung der erhaltenen Ergebnisse wurden die verschiedenen Versuchsreihen
2-3 Mal wiederholt. Dadurch konnte eine Aussage Uber eine mdgliche statistische
Signifikanz getroffen werden. Alle Statistikanalysen wurden mit der Software
GraphPad Prism Vers.8.3.0 durchgefiihrt. Je nach Versuchsaufbau wurde zwischen
einem one-way, two-way ANOVA (Varianzanalyse) oder einem ungepaarten t-Test
gewahlt. Die statistische Signifikanz wird Uber den p-Wert definiert. Es wird
unterschieden zwischen * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 und **** p < 0.0001. Alle
durchgefuhrten Statistiken wurden mit der Bonferroni-Korrektur validiert. Die
angegeben Signifikanzen wurden ausnahmslos auf die Kontrolle bezogen. Auftretende

Abweichungen sind in den zugehdrigen Bildbeschriftungen vermerkt.
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5. Ergebnisse
Ein Ziel der hier gezeigten Arbeiten war es, die Rolle von PP2A/PR130 in

Pankreaskarzinomzellen biochemisch und molekular zu analysieren. Die
pharmakologische Relevanz dieses Proteins sollte anhand von
durchflusszytometrischen und Western Blot- Analysen charakterisiert werden. Als
Modellsysteme dienten vier murine und in funf humane PDAC Zelllinien, mit einem
speziellen Fokus auf MIA PaCA-2 und S411 und 8296 Zellen.

Daruber hinaus soll die Wirkung des PP2A-Inhibitors PD [216] untersucht werden.
Hierzu wurden nicht nur PDAC Zellen, sondern auch Leukamiezellen und normale

humane Zellen als Systeme eingesetzt.

5.1. Induktion der DNA-Schadensantwort durch HU und Analyse der biologischen
Effekte von MS-275 im murinen PDAC Zellsystem

5.1.1. Analysen des Zellzyklus muriner PDAC Zellen nach Behandlung mit HU
und MS-275

Im ersten Schritt wurde untersucht, wie der RNRi HU und der HDACi MS-275
(Entinostat) auf murine PDAC Zelllinien wirken. Dafur wurden die Zelllinien S411,
8248, S821 und 8296 getestet. Jede Zelllinie wurde mit klinisch relevanten Dosen von
1 mM HU und 1 uM MS-275 behandelt [438, 439]. Es wurde zusatzlich eine Dosis von
5 uM MS-275 verwendet, um die Wirkung von hoheren Entinostat-Dosen zu erfassen
Die Zellen wurden ausgesat und mit den Inhibitordosen behandelt (Abb. 18). Nach
24 h Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und fir eine Zellzyklusanalyse
vorbereitet. Um den Gehalt der DNA in den Zellen durchflusszytometrisch zu
bestimmen, wurden die Zellen mit Pl gefarbt.

Nach 24 h kam es bei der Behandlung mit 1 yM MS-275 in allen vier Zellkulturen zu
einer Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase. Dies ging mit einer signifikanten
Abnahme von Zellen in der G1-Phase einher. Diese Akkumulation in der G2/M-Phase
war nur in den S411 Zellen statistisch signifikant. Diese Effekte traten bei der
Behandlung mit 5 uM MS-275 nicht mehr auf.
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Abbildung 18: Zellzyklusverteilungen von mit HU und MS-275 behandelten murinen PDAC Zellen nach
24 h [440]. (A) Die murinen PDAC Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 24 h mit 1 uM Entinostat (+) oder
5 uM Entinostat (++) und 1 mM HU behandelt. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet und fixiert. Der Zelltod und
die Zellzyklusverteilungen wurden mittels FACS Analyse ermittelt; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte
+ SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001).

Die Behandlung mit HU konnte in keiner Zelllinie signifikante Unterschiede im
Zellzyklusprofil induzieren. Es wurde lediglich eine tendenzielle Verringerung der
G2/M-Phase wahrgenommen. Diese Beobachtungen waren verwunderlich, da durch
die Hemmung des RNR ein S-Phasen Arrest erwartet wurde.

In der Kombinationsbehandlung von 1 yM MS-275 + 1 mM HU nahm die SubG1-Phase
signifikant in S411 und 8248 Zellen zu. Eine Kombinationsbehandlung mit 5 yM
MS-275 + 1 mM HU fuhrte jedoch zu einer Abnahme der SubG1-Fraktion in allen vier
Zelllinien. Die Kombination HU + 1 uM MS-275 flhrte aul3erdem zu einer tendenziellen
Abnahme der G2/M-Phase in S411 Zellen, wahrend in S821 Zellen eine Zunahme
dieser Phase auftrat. Die Effekte in der G2/M-Phasenverteilung waren nicht signifikant.
Aulerdem zeigen die Ergebnisse aus Abb. 18, dass eine Kombinationsbehandlung
von MS-275 + HU nach 24 h nicht effektiver war als eine HU-Einzelbehandlung.

Die Zelllinien 8248, S821 und 8296 zeigten bei 1 yM MS eine leichte Zunahme der
polyploiden Fraktion (4N). Diese Beobachtung erreichte jedoch keine statistische

Signifikanz.
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Nach 48 h nahm die SubG1-Fraktion, sowohl in der HU Einzelbehandlung als auch in
der Kombination mit 1 yM/5 yM MS-275 in allen vier Zelllinien signifikant zu. Die
Kombination von 1 yM MS-275 verringerte signifikant die durch HU bedingte
DNA-Fragmentierung in 8248 und 8296 Zellen. Dies konnte jedoch nicht mit 5 yM
MS-275 + HU beobachtet werden, da diese Kombination wieder zu einer Zunahme der
Zellen in SubG1 zeigte. Dennoch hielten sich die Beobachtungen aus den 24 h Werten,
da eine Kombination von MS-275 + HU auch nach 48 h nicht toxischer fur die Zellen
war als eine HU-Einzelbehandlung.
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Abbildung 19: Die Behandlung mit HU und MS-275 fiihrt zur Induktion der SubG1-Fraktion nach 48 h [440].
(A) Die murinen PDAC Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 48 h mit den angegebenen Konzentrationen
behandelt. Die Zellzyklusverteilung und die SubG 1-Population wurden mittels Durchflusszytometrie an Pl-geférbten
Zellen gemessen; n = 4. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****0,0001).

Die G1-Phase nahm in 8248, S821 und 8296 mit 1 yM MS-275 signifikant ab, mit
5 uM MS-275 nahm diese in allen vier Zelllinien jedoch wieder zu. Es konnte aul3erdem
eine signifikante Zunahme der polyploiden Fraktion bei 1 uM MS-275 in 8248 und S821
verzeichnet werden.

Die G2/M-Phase konnte mit HU allein oder in Kombination mit 5 ygM MS-275 in allen
getesteten Zelllinien signifikant reduziert werden. Nur in S821 und S411 Zellen
konnten diese Effekte ebenfalls mit 1 yM MS-275 + HU beobachtet werden (Abb. 19).
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5.1.2. Zelltodbestimmung nach einer HU und MS-275 Behandlung in murinen
PDAC Zellen

Im nachsten Schritt wurde Uberpruft, ob die Anhaufung der Zellen in der SubG1 Phase
mit Apoptose verbunden ist. Daflir wurden S411, 8248, S821 und 8296 Zellen fiir48 h
mit HU und 1 yM bzw. 5 yM MS-275 behandelt und mit Annexin-V/Pl angefarbt. Es
wurde auf eine Analyse nach 24 h verzichtet, da nach diesem Zeitwert die SubG1-

Fraktion zu gering ausfiel (s. Abb. 18).
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Abbildung 20: Induktion der Apoptose durch HU und MS-275 [440]. (A) Die murinen PDAC Zelllinien S411,
8248, S821 und 8296 wurden 48 h mit 1 uM Entinostat (+) oder 5 uM Entinostat (++) und 1 mM HU behandelt. Die
Zellen wurden anschlieBend geerntet, mit Annexin/Pl geféarbt und durchflusszytometrisch analysiert; n = 3. Die
Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA)
wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001).

Eine durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass beide Dosen Entinostat in
Kombination mit HU Apoptose induzieren. Wahrend 8248 und 8296 Zellen in der
frihen Apoptose akkumulierten, befanden sich S411 und S821 Zellen in der spaten
Apoptose. Lediglich bei S411 Zellen wurde ein bedeutender Unterschied zwischen den
verschiedenen Entinostat Konzentrationen festgestellt. Die Kombination von
5 uM MS-275 + HU fuhrte signifikant zu einer hoheren Anzahl von Zellen in der
Apoptose im Vergleich zu 1 yM MS-275. Dieser Unterschied war sowohl in der frihen

als auch in der spaten Apoptose signifikant (Abb. 20).
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5.1.3. Induktion der DNA-Schadensantwort durch die Behandlung der PDAC
Zellen mit HU und MS-275

Im nachsten Schritt wurden die Zellinien S411, 8248, S821 und 8296 auf
DNA-Replikationsstress und auf eine Induktion der DNA-Schadensantwort Uberprift.
Dafir wurden alle Zellen mit 1 mM HU und 1 uM oder 5 uM MS-275 behandelt und fir
weitere 24 h inkubiert. Die getesteten PDAC Zelllinien zeigten eine Akkumulation des
Replikationsstress-/DNA-Schadensmarkers y-H2AX in HU-behandelten Zellen. Es
konnte hier erneut gezeigt werden, dass der Effekt von HU nicht durch Entinostat
verstarkt wird. Dieses Ergebnis konnte bereits in den FACS Analysen in Abb. 18 und
Abb. 19 gezeigt werden.

Das Protein RRM2, welches eine Untereinheit der RNR ist, wird durch HU inhibiert und
akkumuliert in den Zellen [200, 202]. Dies konnte in allen vier Zelllinien gezeigt werden.
Die Behandlung mit 1 uM MS-275 I0ste keine Veranderung in 8248, S821, 8296 Zellen
im Vergleich zur Kontrolle aus. Im Gegensatz dazu fuhrte in S411 Zellen die
Behandlung mit 1 uM MS-275 zu einer Abnahme von RRM2. Mit 5 yM MS-275 war
RRM2 in allen vier Zelllinien reduziert. Die Kombination von HU + 1 yM MS-275 flihrte
wieder einer Zunahme von RRM2, wahrend die Kombination von HU + 5 yM MS-275

wiederum zu einer Abnahme von RRM2 in allen Zelllinien fuhrte.
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Abbildung 21: Nachweis der Proteinexpression und posttranslationaler Modifikationen als Reaktion auf eine
Behandlung mit HU und MS-275 im PDAC Zellsystem [440]. (A) Die murinen PDAC Zelllinien S411, 8248, S821
und 8296 wurden 24 h mit 1 uM Entinostat (+) oder 5 uM Entinostat (++) und 1 mM HU behandelt. Immunoblots
wurden durchgefiihrt, um die gezeigten Proteine zu detektieren. HSP90 diente als Ladekontrolle;
n=2
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HU induzierte ebenfalls erfolgreich p53 und sein direktes Zielprotein p21 im getesteten
PDAC Zellsystem. Sowohl die Einzel- als auch die Kombinationsbehandlung von HU
und Entinostat reduzierten RAD51, welches ein Protein der HR ist [191]. Dieser Effekt
war in der Kombinationsbehandlung mit 1 mM HU + 5 yM Entinostat am starksten
ausgepragt.

Die Checkpoint Kinase CHK1 war in den Einzelbehandlungen mit HU oder 5 yM
MS-275 in allen Zellen ausnahmslos reduziert. Im Gegensatz dazu blieb der Spiegel
an CHK1 in allen Zelllinien bei der niedrigeren Dosis von 1 yM MS-275 vergleichbar
zur Kontrollprobe. Die Kombinationsbehandlungen HU + 1 uyM bzw. 5 yM MS-275
fuhrte in allen Zelllinien zu einer Reduktion von CHK1 (Abb. 21).

Die Auswertungen der Abb. 18 - 21 =zeigen, dass HU eine Reaktion im
DNA-Schadensmechanismus induziert, die durch Entinostat zusatzlich beeinflusst

wird.

5.1.4. Entinostat schwacht die Effekte von HU in murinen PDAC Zellen ab

Vorangegangene Forschungsergebnisse aus der Arbeitsgruppe konnten bereits
zeigen, dass die PP2A-Untereinheit PR130 in HU-behandelten HCT116 Zellen
p-ATM Ser1981 in einem Enzymkomplex bindet und dephosphoryliert [86]. Da die
Detektion von p-ATM in den murinen PDAC Zelllinien sich als schwierig erwies und
keine konstanten Ergebnisse lieferten, wurde stattdessen p-KAP1 detektiert, welches
ebenfalls direkt von ATM gesteuert wird [441].

In allen vier Zelllinien flhrte die Behandlung von HU zu einer erfolgreichen Induktion
von p-KAP1. Die Induktion von p-KAP1 konnte durch die Zugabe von MS-275 in mit
HU behandelten Zellen reduziert werden. Die Behandlung mit HU fuhrte zu einer
Reduktion von PR130, wahrend Entinostat zu einer Akkumulation dieses Proteins
fuhrte. Die Akkumulation von PR130 konnte sowohl in der MS-275 Einzelbehandlung
als auch in Kombination mit HU nachgewiesen werden (Abb. 22).
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Abbildung 22: Die Effekte von HU werden in der Kombinationstherapie mit MS-275 vermindert [440]. (A) Die
Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 24 h mit 5 uM Entinostat und 1 mM HU behandelt. Immunoblots
wurden durchgefiihrt, um ATM, p-KAP1 und PR130 zu detektieren. Zur Kontrolle einer gleichméigen Ladung
wurde HSP90 detektiert; n = 3.

5.1.5. ATM ist pro-apoptotisch in mit HU-behandelten PDAC Zellen

Die Ergebnisse aus den Abb. 19 und Abb. 22 zeigten, dass MS-275 die HU bedingte
DNA-Fragmentierung nach 48 h abschwacht. Daher lag die Vermutung nahe, dass
ATM die behandelten Zellen vor den zytotoxischen Wirkungen von HU schutzt. Um
diese Hypothese zu testen, wurden S411, 8248, S821 und 8296 Zellen mit dem
spezifischen ATM-Inhibitor KU-60019 und dem RNRi HU behandelt [442].

Nach 24 h flhrte weder die alleinige Behandlung mit HU noch mit und KU-60019 oder
deren Kombination zur Apoptose (Anhang 1A). Auch in der Zellzyklusanalyse und der
Bestimmung der SubG1-Fraktion wurde nach 24 h bei keiner Bedingung statistisch
relevante Unterschiede festgestellt (Anhang 1B). Nach 48 h zeigte KU-60019 in der
Einzelbehandlung keine nennenswerten Effekte, sowohl in der Zelltodbestimmung
(Abb. 23A) als auch in der Zellzyklusanalyse (Abb. 23B). Die Behandlung mit HU
fuhrte in allen Zellinien, wie erwartet, zu einer DNA-Fragmentierung (Abb. 23B),
welche mit einer Induktion der Apoptose einherging (Abb. 23A). Sowohl die
Zellzykluseffekte als auch die Zelltodraten, wurden jedoch durch die
Kombinationsbehandlung von HU + KU-60019 wieder abgeschwacht (Abb. 23A, B).

Diese Beobachtung erreichte in allen Zelllinien eine statistische Signifikanz.
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Diese Daten bestatigen die Hypothese, dass ATM in HU-behandelten PDAC Zellen
eine pro-apoptotische Rolle Ubernimmt, wobei vor allem die Zellen in der G1- und der

G2/M-Phase davon betroffen sind.
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Abbildung 23: FACS-Analysen zeigen die Effekte von HU und KU-60019 auf die Zellzyklusverteilung und die
Apoptose-assoziierte DNA-Fragmentierung [440]. (A) Die Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 48 h
mit 5 uM KU-60019 und 1 mM HU behandelt. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie und Annexin-V/PI-
Férbung analysiert; n =7 (S821), n =6 (S411), n = 3 (8248/8296). (B) Die Zellen wurden wie in (A) beschrieben fiir
48 h behandelt. Die Zellzyklusverteilung und die SubG 1-Population wurden mittels Durchflusszytometrie an PI-
geférbten Zellen gemessen; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe
einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****0,0001).
(C) Die Zelllinie S411 wurde 48 h mit 1 mM HU in Kombination mit einer Dosisreihe von 1 — 5 uMKU-60019
behandelt. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie und Annexin-V/PI-Farbung analysiert; n = 3. Die Daten
sind angegeben als Mittelwerte + SD, statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA)
wurden durchgefiihrt (**p < 0,01, *** p < 0,001, ****0,0001).
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5. Ergebnisse

Da S411 Zellen am sensitivsten auf HU reagierten (s. Abb. 20), wurde der Einfluss
von KU-60019 in dieser Zelllinie genauer untersucht. Dafir wurden die Zellen mit
1 mM HU und 1 — 5 yM KU-60019 fur 48 h behandelt. Die Annexin-V Farbung
bestatigte den Effekt von KU-60019 in mit HU behandelten Zellen. Umso hoher die
KU-60019-Konzentration, desto mehr konnten die zytotoxischen Effekte von HU
abgeschwacht werden (Abb. 23C). Somit konnte bestatigt werden, dass eine
pharmakologische Inhibierung der Funktionen von ATM eine anti-apoptotische
Wirkung in HU-behandelte PDAC Zellen zur Folge hat.

Um die ATM abhangigen Effekte aus Abb. 23 zu verifizieren, wurden Western Blot
Analysen durchgefuhrt. Daflr wurden alle vier murine PDAC Zelllinien mit 1 mM HU
und 5 uM KU-60019 behandelt und fur weitere 24 h kultiviert. Zelllysate wurden

hergestellt, aufgetragen und analysiert.
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Abbildung 24: Immunoblots zeigen die Auswirkungen von HU und KU-60019 auf die DNA-Schadensantwort
[440]. (A) Die Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 24 h mit 5 uM KU-60019 und 1 mM HU behandelt.
Immunoblots wurden durchgefiihrt, um die gezeigten Proteine zu detektieren; n = 3.

Die HU-abhangige Phosphorylierung von KAP1 und H2AX wurde in allen vier Zelllinien
durch die Kombination mit KU-60019 reduziert. Die HU-Behandlung fuhrte in allen
Zellen zu einer Akkumulation von p53 und der Caspase-3 nach 24 h. Durch die Zugabe
von KU-60019 zu den HU-behandelten Zellen konnte die Aktivierung von p53 und
Caspase-3 in allen getesteten Zellen verringert werden. Dabei zeigten S411 und S821
Zellen eine starkere Aktivierung von Caspase-3 als 8248 und 8296 Zellen. Nach 24 h
zeigte KU-60019 in der Einzelbehandlung bei keiner Zelllinie nennenswerte Effekte in
der Immunoblot Analyse (Abb. 24). Die Daten aus Abb. 23 und Abb. 24 zeigen, dass
ATM die Induktion von Apoptose in HU-behandelten PDAC Zellen fordert.
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5. Ergebnisse

5.2. Charakterisierung der Effekte eines Topoisomerase-1-Inhibitors in murinen PDAC

Zelllinien

5.2.1. Zellzyklusanalyse von IT-behandelten murinen PDAC Zellen

Der Topoisomerase-1-Inhibitor IT wird haufig auch den Patientinnen mit einer PDAC
Erkrankung verabreicht [443, 444]. Daher wurde untersucht, wie IT die murinen PDAC

Zellen beeinflusst.
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Abbildung 25: Irinotecan zeigt keine Wirkung in allen getesteten murinen PDAC Zelllinien [440]. (A) Die
Zelllinien 8248, S821 und 8296 wurden mit 2 uM und 5 uM IT fiir 24 h behandelt. Die S411 Zellen wurden zusétzlich
mit 10 uM IT fiir denselben Zeitraum behandelt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet
und fixiert. Die Daten wurden mittels Durchflusszytometrie von Pl-geférbten Zellen ermittelt und sind als Mittelwert
+ SD angegeben;, n = 3. (B) Der Versuchsansatz wurde fiir 48 h wiederholt. Die Zellzyklusverteilung wurde
durchflusszytometrisch erfasst; n = 3. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit
Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA)wurden durchgefiihrt (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001).

Alle vier Zelllinien wurden mit 2 — 5 uyM IT far 24 h (Abb. 25A) und 48 h (Abb. 25B)
behandelt. Da S411 Zellen aus vorherigen Untersuchungen eine erhohte Sensitivitat
gegenuber HU zeigte (s. Abb. 20), wurde diese =zusatzlich noch mit
10 uM IT behandelt, um mogliche Effekte zu steigern.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse zeigten, dass mit steigender IT Dosis ein Arrest der
Zellen in der G2/M-Phase erzielt wurde, welche mit einer Abnahme der G1-Phase
verbunden war. Dieser Unterschied war in S411 Zellen nach 24 h mit 5 uM und 10 uM
IT statistisch signifikant. Nach 48 h konnte der hochsignifikante Unterschied nur mit

10 uM IT gehalten werden.
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5. Ergebnisse

Die Zunahme der G2/M-Phase war Uberraschenderweise bei keiner IT Dosis mit einer
Zunahme der SubG1-Phase verbunden, da die SubG1-Fraktion weder nach 24 h noch
nach 48 h signifikante Anderung zeigte. Zusatzlich zeigten S411 Zellen bei einer
Konzentration von 10 uM IT keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu 5 uM IT,
was auf das Erreichen eines Plateaus hindeutet. Im Gegensatz dazu, zeigten S821,
8296 und 8248 Zellen sowohl nach 24 h als auch nach 48 h keine nennenswerten
Effekte mit dem TOP-1-Inhibitor IT (Abb. 25A, B).

5.2.2. Die Inhibitoren IT und HU im direkten Vergleich

FUr zusatzliche Analysen wurden S411 Zellen mit 1 mM HU oder 5 pM IT fir 24 h
(Abb. 26A) und 48 h (Abb. 26B) behandelt. Die Apoptoserate wurde anhand von
Annexin-V und PI positiven Zellen durchflusszytometrisch ermittelt. Die Ergebnisse
zeigten, dass nach 24 h weder HU noch IT signifikant Apoptose induzieren konnte
(Abb. 26A). Nach 48 h zeigten IT-behandelte Zellen weiterhin keine Unterschiede zur
Kontrollprobe, wahrend HU-behandelte Zellen eine Gesamtapoptose von 76,6 %
erreichte (Abb. 26B). Die Resultate aus Abb. 26A und Abb. 26B wurden in einem
Immunoblot verifiziert. Dafur wurden S411 Zellen mit 5 uM IT und 1 mM HU behandelt
und fur weitere 24 h inkubiert. HU zeigte wie erwartet eine Induktion der DNA-
Schadensantwort, sowie eine Aktivierung der Checkpoint-Kinasen und eine Induktion
der Apoptose. Dies zeigte sich deutlich durch die starke Induktion von p-KAP1, p53,
v-H2AX (Ser15) und Caspase-3. Darlber hinaus konnte in HU-behandelten Zellen kein
CHK1 mehr nachgewiesen werden. Es kam zusatzlich zu einer Abnahme des PR130
und des RAD51 Spiegels in HU-behandelten S411 Zellen.

IT zeigte im Gegensatz zu HU in S411 Zellen nur eine leichte Induktion von ATM,
p-KAP1 und dem Tumorsuppressorgen p53. Die Induktion von p53 fuhrte sowohl mit
IT als auch mit HU zu einer Zunahme von p21. Dabei konnte festgestellt werden, dass
der p21-Spiegel keine grof3en Unterschiede zeigten im Vergleich zum p53-Spiegel in
den HU und IT behandelten Zellen (Abb. 26C).
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Abbildung 26: HU induziert Apoptose effektiver als IT im PDAC Zellsystem [440]. (A) S411 Zellen wurden mit
5 uM IT und 1 mM HU behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und mit Annexin-V/Pl geférbt und
durchflusszytometrisch analysiert; n = 3. (B) Die murine PDAC Zelllinie wurden 48 h mit 5 uM IT und 1 mM HU
inkubiert. Die Detektion von Annexin-V/PI positiven Zellen am Durchflusszytometer erfolgte unmittelbar nach der
Ernte; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianz analyse
(two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (***p < 0,001). (C) S411 Zellen wurden mit 5 uM IT und 1 mM behandelt
und fiir weitere 24 h kultiviert. Nach der Ernte wurden Lysate hergestellt, die per Immunoblot analysiert wurden. Es
wurden die gezeigten Proteine detektiert. HSP90 und [-Actin dienten als Ladekontrolle; n = 3.

5.3. Analyse der biochemischen und zellularen Wirkung eines weiteren RNRI in
murinen PDAC Zellen

5.3.1. COH29 Behandlung fihrt zur DNA-Fragmentierung in murinen PDAC

Zellen

Um weitere Inhibitoren und deren Effekte im PDAC Zellsystem zu untersuchen,
wurden S411 Zellen mit einem weiteren RNRi behandelt und sowohl
durchflusszytometrisch als auch mittels einer Western Blot Analyse analysiert
(Abb. 27). Es wurde bereits gezeigt, dass COH29 die RNR starker hemmt als HU
[204].

Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten, dass COH29 nach 24 h die SubG1-Fraktion
mit allen verwendeten Dosen signifikant erhdhte (Abb. 27A). Nach 48 h war der Effekt
ahnlich. Mit 40 yM COH29 verlor die SubG1-Fraktion zwar die Signifikanz, diese
konnte jedoch mit 50 yM COH29 wieder nachgewiesen werden (Abb. 27B).

Auffallig war hier, dass weder eine hohere COH29 Dosis noch eine langere

Expositionszeit die SubG1-Fraktion in S411 verstarkt haben.
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5. Ergebnisse

Die G1-Phase wurde sowohl nach 24 h als auch nach 48 h reduziert, was mit einer
Akkumulation der Zellen in der S-Phase einher ging. Die beschriebenen Effekte waren

statistisch relevant.
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Abbildung 27: COH29 Behandlung fiihrt zur Zelltodinduktion im PDAC Zellsystem [440]. (A) S411 Zellen
wurden mit einer Dosisreihe von 5 — 50 uM COH29 behandelt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die
Zellen geerntet und fixiert. Die Daten wurden mittels Durchflusszytometrie von Pl-gefdrbten Zellen ermittelt und
sind als Mittelwert + SD angegeben; n = 3. (B) Die murine PDAC Zelllinie wurde mit einer Dosisreihe von
5 — 50 uM COH29 inkubiert. Eine Detektion von Pl positiven Zellen am Durchflusszytometer wurde durchgefiihrt;
n = 3. Alle Daten aus (A) und (B) sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001). (C) S411
Zellen wurden mit 5 — 50 uM COH29 behandelt und fiir weitere 24 h kultiviert. Nach der Ernte wurden Lysate
hergestellt, welche im Immunoblot analysiert wurden. Es wurden die gezeigten Proteine detektiert. HSP90 und
a-Tubulin dienten als Ladekontrolle; n = 3.

Die biochemischen Effekte von COH29 waren mit denen von HU vergleichbar. Eine
Immunoblot Analyse zeigte ebenfalls die Reduktion von CHK1, RAD51 und PR130
durch COH29. Wie bereits in HU-behandelten Zellen analysiert, konnte auch hier eine
Induktion von p-KAP1, p53, y-H2AX und p21 gezeigt werden. Zusatzlich konnte eine
dosisabhangige Spaltung von PARP1 durch COH29 nachgewiesen werden
(Abb. 27C). Diese Ergebnisse zeigen, dass COH29 ebenfalls wie HU die Apoptose,
Checkpoint-Kinasen und DNA-Schaden induziert, was ihre gemeinsame Zielhemmung
bestatigt. Im direkten Vergleich der RNR-Inhibitoren zeigte COH29 deutlichere Effekte
auf den Zellzyklus, wahrend HU seine Effektivitat in der SubG1-Induktion

demonstrierte.
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5.4. Charakterisierung der murinen PDAC Zelllinien hinsichtlich ihrer biologischen
Effekte auf die Anwendung des PP2A-Inhibitors PD

5.4.1. Gliederung der murinen PDAC Zellen in verschiedene Subtypen

In den Kapiteln 5.1 — 5.3 wurde bereits ausfuhrlich Uber die Reaktionen von murinen
PDAC Zellen auf epigenetische Substanzen und DNA-Replikationsstressinduktoren
analysiert. Bei diesen Analysen wurde festgestellt, dass die die Proteinexpression von
PR130 zwischen den verschiedenen PDAC Zelllinien erheblich variierte. Dieser
Befund fuhrte dazu, dass die unterschiedlichen B-Untereinheiten in PDAC genauer
untersucht werden mussten. Dafur wurden 15 mesenchymale und 23 epitheliale
Zelllinien verwendet, die aus genetisch definierten murinen PDACs isoliert waren [385,
398, 445]. Durch die genauere Betrachtung der mRNA-Expressionsniveaus dieser
Zellen, wurde festgestellt, dass mesenchymale PDAC Zellen eine hohere Expression
der Ppp2r3a-mRNA aufweisen. Die epithelialen Zelllinien zeigten diesen Effekt nicht.
DarUber hinaus war dieser Effekt Ppp2r3a spezifisch und galt nicht fir andere
PP2A-B Untereinheiten oder der katalytische/regulatorischen PP2A Untereinheit
Ppp2ca und Ppp2r1a (Abb. 28A). Durch eine Quantifizierung der Daten aus Abb. 28A
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in der Ppp2r3a mRNA-Expression

zwischen den epithelialen und den mesenchymalen Zelllinien nachgewiesen werden

(Abb. 28B).
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Abbildung 28: Ppp2r3a werden im mesenchymalen PDAC Subtyp stérker exprimiert. (A) Heatmap der
farbkodierten mRNA-Expressionsdaten fiir die dargestellten PP2A-Untereinheiten in murinen mesenchymalen (rot,
n = 15) und epithelialen (blau, n = 23) durch RNA-Sequenzierung. Das Clustering der Zeilen basiert auf der
Pearson-Korrelation (Cutree = 6). (B) RNA-Sequenzanalysen zur Bestimmung der mRNA-Expressionsniveaus von
Ppp2r3a in murinen PDAC Zelllinien; n = 15 (mesenchymal) und n = 18 (epithelial). Die Daten wurden mit einem
ungepaarten t-Test statistisch ausgewertet (**** p < 0,0001). Die y-Achse wird als log2-transformierte Gréf3e
dargestellt und ist auf den totalen mRNA-Gehalt normalisiert. Die Experimente aus (A) und (B) entstammen aus
dem Antrag, der fir die Projektgriindung verwendet wurde. Die Daten wurden von der Arbeitsgruppe von Prof.
Schneider an der TUM generiert und zur Verfligung gestellt.
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5. Ergebnisse

Im nachsten Schritt wurden verschiedene Proteine im unbehandelten Zustand der
murinen PDAC Zelllinien naher untersucht. Eine Western Blot Analyse bestatigte die
Ergebnisse aus Abb. 28, denn der PR130 Spiegel variierte auch auf Proteinebene in
den unterschiedlichen Zellen. Die mesenchymalen Zelllinien zeigten dabei eine hohere
PR130 Expression als die Zellen des epithelialen Subtyps (Abb. 29A). Eine
Quantifizierung der Daten bestatigte den signifikanten Unterschied (Abb. 29B).
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Abbildung 29: PR130 ist auf Proteinebene im mesenchymalen PDAC Subtyp stark ausgeprégt.
(A) Immunoblots verdeutlichen den PR130-Spiegel in unbehandelten mesenchymalen und epithelialen murinen
PDAC Zelllinien. HSP90 ist die Ladekontrolle; n = 3. (B) Quantifizierung der Expression von PR130 auf
Proteinebene; ungepaarter t-Test, (** p < 0,01). (C) Western Blot Analysen zeigen den basalen Gehalt an
PP2A-A, PP2A-C, pb53 und p21. Der Nachweis von E-Cadherin bestétigt den epithelialen Ursprung des epithelialen
Subtyps. HSP90 und p-Actin dienen als unabhéngige Ladekontrollen; n = 2.

Durch die Detektion von E-Cadherin konnte der Ursprung der Zellen nachgewiesen
werden. Nur in den epithelialen Zellinien konnte das transmembrane
Epithelzellidentitatsmarker E-Cadherin nachgewiesen werden. Es konnte daruber
hinaus gezeigt werden, dass die Expression von PP2A-A (strukturelle Untereinheit)
und PP2A-C (katalytische Untereinheit) zwischen den epithelialen und

mesenchymalen Zelllinien vergleichbar war.
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Das Tumorsuppressorgens p53 und sein direktes Zielprotein p21 waren ebenfalls nicht
auffallig unterschiedlich im mesenchymalen und epithelialen Subtyp. Allerdings
zeigten 3250 Zellen einen deutlich hdheren p21-Spiegel im Vergleich zu allen

Zelllinien.

5.4.2. Der mesenchymale Subtyp reagiert hoch sensitiv auf PD

Nun soll explizit auf die Bedeutung von PP2A in PDAC Zellen eingegangen werden.
Dafur wurden die murinen PDAC Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 mit dem
niedermolekularen (small molecule) PP2A-Inhibitor PD behandelt [216].
Mikroskopische Aufnahmen der Zellen nach 24 h zeigte den deutlichen Effekt von PD
im mesenchymalen Subtyp. S411 und 8248 Zellen nahmen nach 24 h Behandlung
eine rundliche Form an und I6sten sich vom Flaschenboden (Abb. 30A). Im Gegensatz
dazu veranderte PD die Morphologie der S821 und 8296 Zellen nicht (Abb. 30B).
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Abbildung 30: Der mesenchymale Subtyp des PDAC ist empfindlich gegeniiber dem PP2A-Inhibitor PD.
(A) Morphologie der mesenchymalen PDAC Zellen nach Behandlung mit 3 uM PD fiir 24 h; n= 3. (B) Der epitheliale
Subtyp wurde ebenfalls fiir 24 h mit 3 uM PD inkubiert. Die mikroskopischen Bilder zeigen den Zustand der Zellen
nach der Behandlung; n = 3.

Die Ergebnisse aus Abb. 30A lassen vermuten, dass in PD-behandelte S411 und
8248 Zellen Apoptose induziert wird. Durch eine Annexin/Pl Farbung und einer
durchflusszytometrischen Analyse konnte diese Vermutung bestatigt werden
(Abb. 31). Nach 24 h waren bereits 3 uM PD ausreichend, um in S411 und 8248 Zellen
Apoptose signifikant zu induzieren. Dabei war auffallig, dass die Zellen in der spaten

Apoptose/Nekrose akkumulierten.
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Wahrend die Gesamtapoptose bei 3 uM PD in S411 auf 95.7 % anstieg, stieg sie in
8248 Zellen nur auf 36.7 % an. Mit 5 uM PD wurde eine Gesamtapoptose von 80,4 %
in 8248 Zellen erreicht, wohingegen die Behandlung mit 10 yM PD in diesen Zellen zu
einer Gesamtapoptose von 97,8 % fuhrte (Abb. 31A).
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Abbildung 31: Annexin-V Farbung und Zelltodbestimmung der murinen mesenchymalen PDAC Zelllinien.
(A) Die mesenchymalen Zelllinien S411 und 8248 wurden mit einer Dosisreihe von 0.5 uM - 10 uM PD behandelt.
Zur Bestimmung der Zellvitalitdt und Apoptose wurden die Zellen nach 24 h geerntet und mit Annexin-V/PI angeférbt
und anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert; n = 3. (B) Die Zelllinien S411 und 8248 wurden mit denselben
Konzentrationen wie in (A) behandelt und fiir 48 h inkubiert. Auch hier wurde die Apoptoserate mittels
Durchflusszytometrie ermittelt; n = 3. Alle Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben; Die Daten wurden statistisch
mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) analysiert (* p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001).

Nach 48 h zeigten S411 Zellen keine gravierenden Veranderungen im Vergleich zu
den 24 h Werten. Die Dosen 3 uM, 5 yM und 10 uM PD fuhrten bei diesen Zellen zu
einer 100 %-tigen Apoptoserate. Mit 0.5 uM PD konnte eine signifikante Zunahme der
frihen Apoptose in S411 verzeichnet werden. Die Signifikanz ging jedoch mit
1 UM PD wieder verloren. 8248 Zellen zeigten mit 3 uM PD ebenfalls eine sehr hohe
Gesamtapoptose (97.7 %), wobei eine beachtliche Anzahl von Zellen in der frihen
Apoptose akkumulierten. Mit 5 yuM und 10 uM akkumulierten die Zellen ausschlief3lich
in der spaten Apoptose/Nekrose. Die niedrigeren Dosen von 0.5 yM und 1 uM PD

konnte auch nach 48 h in 8248 Zellen keine Apoptose induzieren.
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5.4.3. Der epitheliale Subtyp ist robust gegentber einer PD Behandlung

Die Analysen aus Abb. 31 wurden auch in den epithelialen Zelllinien S821 und 8296
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit 0.5 — 10 uM PD fur 24 h und 48 h behandelt, mit
Annexin-V/PIl angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 32).
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Abbildung 32: Annexin-V/PI-Fdrbung und Zelltodbestimmung der murinen epithelialen PDAC Zelllinien nach
PD-Behandlungen. (A) Die epithelialen Zelllinien S821 und 8296 wurden mit einer Dosisreihe von 0.5 uM - 10 uM
PD behandelt. Zur Bestimmung der Zellvitalitdt und Apoptose wurden die Zellen nach 24 h geerntet und mit
Annexin-V/PI angeférbt und anschlielend durchflusszytometrisch analysiert; n = 3. (B) Die Zelllinien S411 und
8248 wurden mit denselben Konzentrationen wie in (A) behandelt und fiir 48 h inkubiert. Auch hier wurde die
Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie ermittelt; n = 3. Alle Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben; Die
Daten wurden statistisch mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) analysiert (**** p < 0,0001).

Sowohl in S821 als auch in 8296 Zellen wurden keine signifikanten Unterschiede nach
24 h festgestellt (Abb. 32A). Dieses Ergebnis war zu erwarten, da die Ergebnisse aus
Abb. 30 ebenfalls keine morphologischen Unterschiede im epithelialen Subtyp
aufzeigten. Nach 48 h zeigten S821 Zellen mit 10 uyM PD eine signifikante
Akkumulation in der frihen Apoptose. Dies konnte mit keiner PD Konzentration in 8296

Zellen erreicht werden (Abb. 32B).

102



5. Ergebnisse

Da bereits eine dosisabhangige Reaktion mit PD in murinen PDAC Zelllinien gezeigt
werden konnte, sollen die Effekte dieses PP2A-Inhibitors nun in einem Zeitverlauf
untersucht werden. Daflir wurden die vier Zelllinien mit 10 yM PD behandelt, nach
1h,3h,6h,8h, 12 h, 16 h und 24 h geerntet und der Zelltod durchflusszytometrisch
bestimmt (Abb. 33). Die Dosis von 10 uM wurde ausgewahlt, damit das Eintreten von
mdglichen Effekten auch im epithelialen Subtyp nach kurzen Zeitwerten gewahrleistet
werden kann.
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Abbildung 33: Ein Zeitverlauf der PD-Behandlung zeigt nach kurzen Zeitwerten die zunehmende
Apoptoserate des mesenchymalen Subtyps. (A) S411 und 8248 Zellen wurden mit 10 uM PD behandelt und
nach den angegebenen Zeitwerten geerntet. Annexin-positive Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
nachgewiesen;, n = 2. (B) S821 und 8296 Zellen wurden ebenfalls mit 10 uM PD behandelt. Nach Ablauf der

angegebenen Zeitwerte wurden Annexin-V Messungen durchgefiihrt; n=2. Alle Daten wurden mit einem
ungepaarten t-Test statistisch ausgewertet (*** p < 0,001, ****p < 0,0001).

8248 Zellen erreichten schon nach 3 h eine statistisch relevante Zunahme der
Apoptose, wahrend dieser Vorgang erst nach 8 h bei den S411 Zellen eintrat. Nach
12 h waren sowohl die Zellen der Zelllinien S411 und 8248 so gut wie 100 %
Annexin/PIl — positiv (Abb. 33A). Die epithelialen S821 und 8296 Zellen zeigten auch
mit 10 uM PD zu keinem Zeitpunkt signifikante Anderungen beziglich der Induktion
einer Apoptose (Abb. 33B).

Die zeitabhangige Analyse von PD-behandelten PDAC Zelllinien bestatigte erneut die
vorherigen Ergebnisse aus den Kapiteln 5.4.1 — 5.4.2. An dieser Stelle konnte eine
klare Aussage getroffen werden, hinsichtlich der Expression von PR130 und der
Herkunft dieser Zellen. Mesenchymale Zelllinien, die eine hohere Expression von
PR130 aufweisen, reagieren sensitiv auf den PP2A-Inhibitor PD. Die epithelialen
Zelllinien, die weniger Ppp2r3a mRNA und PR130 aufweisen, zeigen eine gewisse
Resistenz gegenuber PD. Auf dieser Basis soll im Verlauf dieser Dissertation

aufgebaut werden.
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5. Ergebnisse

5.4.4. Zellzyklusanalyse der mit PD behandelten Zelllinien nach 24 h und 48 h

Im nachsten Schritt wurde eine Zellzyklusanalyse in den murinen PDAC Zelllinien
durchgefuhrt. Daflr wurden alle vier Zelllinien mit 1 uM und 3 yM PD behandelt. S411,
8248 und S821 Zellen wurden zusatzlich mit 0.5 yM PD behandelt. Die Proben wurden
nach 24 h geerntet und fur eine FACS Analyse vorbereitet.
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Abbildung 34: FACS Analysen zeigen die Auswirkungen auf den Zellzyklus von PD in murinen PDAC
Zelllinien. Die Zelllinien (A) S411, (B) 8248, (C) S821 und (D) 8296 wurden 24 h mit bis zu 3 uM PD behandelt.
Die Zellzyklusverteilung und die SubG 1-Population wurden mittels Durchflusszytometrie an Pl-geférbten Zellen
gemessen; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD, statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01).

Nach 24 h zeigten S411 Zellen eine signifikante Abnahme der G1-Phase. Bei allen
anderen Dosen wurden keine Veranderung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt
(Abb. 34A). 8248 und S821 Zellen zeigten ebenfalls keine signifikanten Anderungen
der Zellzyklusphasen mit PD nach 24 h. In S821 Zellen konnte jedoch eine tendenzielle
Zunahme der G2/M mit 0.5 yuM und 1 uM PD wahrgenommen werden. Auf3erdem
zeigte auch die polyploide Fraktion dieser Zellen einen zunehmenden Trend mit
steigender PD Dosis. Diese Befunde waren jedoch nicht statistisch relevant
(Abb. 34B, C).
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5. Ergebnisse

8296 Zellen zeigten im Gegensatz zu allen anderen Zelllinien eine signifikante
Abnahme der S-Phase, welche mit einer Zunahme der G2/M-Phase einherging. Mit
3 M PD konnten diese Signifikanzen jedoch nicht mehr nachgewiesen werden. Dafur
konnte eine statistisch relevante Abnahme der G1-Phase verzeichnet werden
(Abb. 34D).

Die SubG1-Fraktion nahm Uberraschenderweise weder im mesenchymalen noch im
epithelialen Subtyp mit PD zu. Dieses Ergebnis stand im Widerspruch zu den
Beobachtungen aus der Zelltodanalyse mittels Annexin-V/Pl Farbung im

mesenchymalen Subtyp (s. Abb. 31).

Eine Analyse der Zellzyklusphasen wurde ebenfalls nach 48 h durchgefuhrt. Hier
erreichte die SubG1-Phase der S411 Zellen bei 3 uM PD zwar eine hohe statistische
Signifikanz, spiegelte mit 23 % der Zellen in SubG1 jedoch immer noch nicht die
Ergebnisse aus den Annexin Messungen wider. Mit 10 uM PD konnte in diesen Zellen

zusatzlich eine signifikante Abnahme der G1-Phase verzeichnet werden

(Abb. 35A).
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Abbildung 35: Zellzyklusanalyse der murinen PDAC Zelllinien bei einer PD-Behandlung nach 48 h. Die
Zelllinien (A) S411, (B) 8248, (C) S821 und (D) 8296 wurden 48 h mit bis zu 3 uM PD behandelt. Die
Zellzyklusverteilung und die SubG1-Population wurden mittels Durchflusszytometrie an Pl-gefdrbten Zellen
gemessen;, n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD, statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (*p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, ****0,0001).
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5. Ergebnisse

8248 Zellen zeigten mit 3 yM PD eine statistisch relevante Zunahme der SubG1-
Fraktion nach 48h, jedoch ist der Wert von nur 19,2 % ebenfalls gering (Abb. 35B).
Die beschriebenen Beobachtungen fur S821 Zellen nach 24 h trafen ebenfalls fur den
Zeitwert 48 h zu. Auch nach 48 h konnte in S821 Zellen keine relevanten
Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle beschrieben werden (Abb. 35C). 8296
Zellen zeigten, wie bereits fur den 24 h Wert beschrieben, auch nach 48 h eine
signifikante Abnahme der G1-Phase mit 3 uM PD. Fur den gleichen Zeitwert konnte in
diesen Zellen auch eine tendenzielle Zunahme der polyploiden Fraktion mit 3 uM PD

wahrgenommen werden.

5.4.5. Kurzzeiteffekte von PD im mesenchymalen und epithelialen Subtyp

Um die unterschiedlichen Effekte von PD in den mesenchymalen und epithelialen
Subtypen besser verstehen zu koénnen, wurde das Zellsystem auf eine
Hyperphosphorylierung von PP2A Zielproteinen uberpruft. Dafur wurde eine
mesenchymale und eine epitheliale Zelllinie mit 3 yM PD behandelt und nach 1 h, 3 h
und 6 h geerntet, da der Zeitverlauf bereits nach diesem Zeitwert eine Reaktion mit PD
in den mesenchymalen Zelllinien zeigte (s. Abb. 33A). Die Dosis von 3 yM wurde
ausgewahlt, da hier die Apoptoserate noch nicht all zu hoch war, sodass auch aus der

mesenchymalen Zelllinie Lysate hergestellt werden konnten.
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Abbildung 36: Die PD-Behandlung fiihrt nach kurzen Zeitwerten zu einer Aktivierung der
DNA-Schadensantwort, sowie der PI3K/AKT und MAPK/ERK Signalwege im epithelialen und
mesenchymalen Subtyp. (A) Mesenchymale und epitheliale murine PDAC Zelllinien wurden mit 3 uM PD
behandelt und fiir 1 h, 3 h und 6 h kultiviert. Das Tumorsuppressorgen p53, sowie die phosphorylierten Formen von
KAP1, AKT und ERK wurden mittels Immunoblot nachgewiesen. HSP90 und [B-Actin dienten als unabhéngige
Ladekontrollen; n = 3.
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5. Ergebnisse

Eine anschlieRende Western Blot Analyse zeigte, sowohl im mesenchymalen als auch
im epithelialen Subtyp, eine erhdhte Phosphorylierung des ATM Zielproteins KAP1
nach einer 3-stiindigen Behandlung mit PD. Aulerdem flhrte die Behandlung mit PD
in beiden Zellinien zu einer Akkumulation von p53, p-AKT (Ser473) und
p-ERK (Tyr202/Tyr204) (Abb. 36A). Somit konnte an dieser Stelle ausgeschlossen
werden, dass die fehlende zytotoxische Wirkung von PD im epithelialen Subtyp auf
eine mangelnde Aufnahme oder eine geringere biochemische Aktivitat dieses

Wirkstoffes in diesen Zellen zuriickzufiihren ist.

5.4.6. Die PD-bedingte Induktion der Apoptose in PDAC ist p53 unabhangig

In einer Studie von 2019 wurde eine Korrelation der regulatorischen Untereinheit
PR130 mit dem Tumorsuppressorgen p53 in Leberkrebszellen festgestellt [100]. Diese
Erkenntnis legte die Vermutung nahe, dass die unterschiedlichen Reaktionen der
PDAC Subtypen auf eine mogliche Variation der p53 Konzentration, zurtuckzufihren

sind.
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Abbildung 37: Die Induktion von Apoptose in PD-behandelten Zellen ist p53-unabhéngig. (A) Die p53-Null-
PDAC Zelllinie W22 wurde 24 h lang mit 1-10 uM PD behandelt. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefihrt (** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001). (B) Die
Immunoblot-Analyse wurde mit Lysaten von W22-Zellen durchgefiihrt, die 24 h mit 1-5 uM PD inkubiert wurden.
Der Immunoblot wurde fiir die Detektion der angegebenen Proteine durchgefiihrt. HSP90 diente als Ladekontrolle;
n = 2. Die Daten wurden ausschlie3lich von Frau Leydecker im Rahmen ihrer Dissertation generiert. Zur Erhéhung
der Aussagekraft dieses Projektes wurden diese Daten in die Dissertation eingebauit.

Wie jedoch die Abb. 36A zeigte, wurde p53 sowohl in den PD-empfindlichen (mes) als
auch in den PD-resistenten (epi) Subtyp durch PD induziert. Aufgrund dessen wurde
zusatzlich Uberprift, ob p53 fur die Induktion der Apoptose und der DNA-

Schadensantwort in diesen Zellen erforderlich ist.
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5. Ergebnisse

Dazu wurde die murine mesenchymale p53-negative PDAC Zelllinie W22 mit 1-10 uM
PD behandelt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass PD
auch in p53-negativen Zellen dosisabhangig die Apoptose ausloste. Nach 24 h
erreichte bereits 2 yM PD eine statistische Signifikanz und mit 10 uM PD stieg die
Gesamtapoptose der W22 Zellen auf 85.6 % (Abb. 37A). In einer Western Blot
Analyse konnte gezeigt werden, dass in PD-behandelten W22 Zellen ATM induziert
und seine direkten Zielproteine KAP1 und H2AX ebenfalls phosphoryliert wurden.
Hierbei war auffallig, dass PR130 durch die PD-Behandlung reduziert wird (Abb. 37B).

5.5. Charakterisierung der biochemischen Effekte von PD in humanen PDAC Zelllinien

5.5.1. Zelltodbestimmung der PD-behandelten PDAC Zelllinien nach 24 h und
48 h

Nachdem die Effekte von PD in den murinen PDAC Zelllinien bereits charakterisiert
wurden, soll nun die Rolle von PP2A/PR130 in humanen PDAC Zellen untersucht
werden. Fur die weiteren Analysen wurden die Zelllinien MIA PaCA-2, PANC-1,
PSN-1, BxPC-3 und DAN-G verwendet. Alle Zelllinien wurden mit 0.5-10 uM PD fur
24 h behandelt. Anschlielend wurde der Zelltod anhand von Annexin/Pl positiven
Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.

Die Abb. 38A zeigt beispielhaft die unterschiedlichen Populationen, die in einer FACS
Analyse von PD-behandelten MIA PaCA-2 Zellen gemessen und analysiert wurden.
Durch die Behandlung mit PD kann eine dosisabhangige Zunahme der Population in
der Apoptose und Spatapoptose/Nekrose in diesen Zellen wahrgenommen werden.
Die Zelltodanalyse zeigte mit 3 uM PD in allen getesteten Zelllinien eine signifikante
Induktion der Apoptose nach 24 h. Dabei akkumulierten MIA PaCA-2, PSN-1 und
BxPC-3 Zellen vorwiegend in der frihen Apoptose, wahrend PANC-1 Zellen bei dieser
Konzentration in der spaten Apoptose/Nekrose zu finden waren. In PANC-1 Zellen
waren die Unterschiede zwischen den Dosen 3 uM, 5 yM und 10 yM gering. Im
Gegensatz dazu zeigten, alle anderen Zelllinien bei der Behandlung mit 5 yM oder

10 uM PD eine Zunahme der Apoptose (im Vergleich zu 3 uM PD).
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5. Ergebnisse

In MIA PaCA-2 Zellen wurde mit 10 uM PD eine Gesamtapoptose von 67.0 % erreicht,
in PANC-1 Zellen erreichte die Gesamtapoptose einen Wert von 68.3 %, in PSN-1
Zellen betrug die Gesamtapoptose 67.8 %, in BxPC-3 wurde 70.6 % und in DAN-G
wurde 54.1 % Gesamtapoptose durch PD ausgelést. Die Ergebnisse nach
24 h deuteten darauf hin, dass die DAN-G Zelllinie die geringste Empfindlichkeit
gegenuber PD aufweist. Im Vergleich zu den murinen PDAC Zelllinien (s. Abb. 31)

konnte hier auch mit der hochsten Dosis keine Apoptoserate von 100 % erreicht

werden (Abb. 38B - F).
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Abbildung 38: Der PP2A-Inhibitor PD induziert in humanen PDAC Zelllinien Apoptose. (A) Bespielhafte FACS
Messung fiir eine Annexin/Pl Farbung. Die verschiedenen Populationen werden in unterschiedlichen Quadranten
aufgeteilt. Eine PD-Behandlung mit steigender Dosis zeigt eine Zunahme der rechten Quadranten, welches die
Zellen in der Apoptose und in der Spétapoptose/Nekrose einschlie3t. Die Messung wurde mit MIA PaCA-2 Zellen
durchgefiihrt und zeigen die Reaktion auf PD nach 24 h. Die humanen PDAC Zelllinien (B) MIA PaCA-2,
(C) PANC-1, (D) PSN-1, (E) BxPC-3 und (F) DAN-G wurden mit einer Dosisreihe von 0.5 — 10 uM PD behandelt.
Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, mit Annexin-V/PI geférbt und am Durchflusszytometer analysiert; n = 3. Alle
Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; Statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA)

wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001).
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5. Ergebnisse

Die FACS Messungen aus Abb. 38 wurden fir den 48 h Wert wiederholt. Die bereits
beschriebenen Effekte von PD nach 24 h konnten nach 48 h maximiert werden. Mit
der hochsten Dosis von 10 uM PD stieg die Gesamtapoptose der MIA PaCA-2 Zellen
auf 87.6 %, die der PANC-1 Zellen auf 95.3 %, die der PSN-1 Zellen auf
92.6 %, die der BxPC-3 Zellen auf 96.3 % und die der DAN-G Zellen auf 87.7 %
(Abb. 39A-E). Zusatzlich wurden die ICso Werte fur die einzelnen Zelllinien bestimmt,
wobei dieser fur die PANC-1 und die PSN-1 Zellen im Vergleich zu den anderen
Zelllinien niedriger ausfiel. Dennoch blieben die 1Cso aus allen humanen Zelllinien
vergleichbar.
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Abbildung 39: PD zeigt auch bei humanen PDAC Zelllinien zytotoxische Effekte. Die humanen PDAC Zelllinien
(A) MIA PaCA-2, (B) PANC-1, (C) PSN-1, (D) BxPC-3 und (E) DAN-G wurden mit einer Dosisreihe von
0.5 — 10 uM PD behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet, mit Annexin-V/Pl geféarbt und am
Durchflusszytometer analysiert; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; Statistische Analysen mit
Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
***% p < 0,0001).

Die Ergebnisse aus Abb. 39 waren vergleichbar mit den Ergebnissen aus den
mesenchymalen murinen PDAC Zelllinien (s. Abb. 32). Somit konnte eine dosis- und

zeitabhangige Wirkung von PD in den getesteten humanen PDAC Zelllinien festgestellt

werden.
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5. Ergebnisse

5.5.2. Apoptose als zentraler Zelltodmechanismus in humanen PDAC Zellen

Fir eine weitere Bestatigung des Zelltodmechanismus, wurden MIA PaCA-2 Zellen mit
1 uM, 5 pM und 10 uM PD behandelt und auf den Apoptosemarker Caspase-3
untersucht. Bei 10 puM PD konnten die Isoformen der Caspase-3 nach
24 h detektiert werden (Abb. 40A). Daruber hinaus wurden MIA PaCA-2 Zellen mit PD
und dem anti-apoptotischen Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK behandelt. Nach
24 h wurden die Zellen geerntet und einer durchflusszytometrischen Analyse
unterzogen. Die Detektion der Annexin/Pl positiven Zellen zeigte, dass Z-VAD-FMK
die signifikanten apoptotischen Effekte von PD abschwachen, jedoch nicht vollstandig
unterdriicken konnten (Abb. 40B). Durch die Kombination von PD mit dem BCL-2-
Inhibitor Navitoclax, welches die anti-apoptotischen Proteine hemmt, konnten die
apoptotischen Effekte von PD zusatzlich statistisch signifikant verstarkt werden
(Abb. 40C). Die epithelialen murinen PDAC Zelllinien zeigten nach 24 h und auch nach
48 h ein resistentes Verhalten gegenuber PD (s. Abb. 32). Durch die Kombination
PD + Navitoclax konnte in S821 und 8296 Zellen die Apoptose signifikant induziert
werden (Anhang 2A - B).
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Abbildung 40: Apoptose ist der hauptséchliche Zelltodmechanismus, der bei einer PD-Behandlung in
MIA PaCA-2 Zellen induziert wird. (A) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit steigender Dosis von 1 — 10 uM PD
behandelt, geerntet und lysiert. Ein Immunoblot wurde durchgefiihrt, um die gespaltenen Formen des
Apoptosemarkers caspase-3 zu detektieren; n = 3. (B) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit jeweils einzeln 3 uM PD und
50 uM des Caspase-Inhibitors Z-VAD-FMK und in Kombination behandelt. Die Ernte erfolgte nach 24 h. Die
Annexin-V/PI geférbten Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert. Der signifikante Unterschied zwischen
der PD Einzelbehandlung und der Kombinationstherapie mit Navitoclax bezieht sich auf die Population in der
Friihapoptose; n =3. (C) MIA PaCA-2 Zellen wurden einzeln mit 3 uM PD und 5 uM des BCL-2 Inhibitor Navitoclax
und in Kombination behandelt. Die Ernte erfolgte nach 24 h. Eine durchflusszytometrische Analyse der Annexin-
V/PI geférbten Zellen wurde durchgefiihrt. Die signifikante Zunahme zwischen der PD Einzelbehandlung und der
Kombinationstherapie mit Navitoclax bezieht sich auf die Population in der Friihapoptose; n = 3. Die Daten aus (B)
und (C) werden als Mittelwerte + SD dargestellt; Statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way
ANOVA) wurden durchgefiihrt (*p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001).
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5.5.3. Zellzyklusanalyse und Induktion von y-H2AX in PD-behandelten
MIA PaCA-2 Zellen

Nach der Zelltodbestimmung wurde eine Zellzyklusanalyse in MIA PaCA-2 Zellen
durchgefuhrt. Daftr wurden die Zellen mit 0.5 — 10 uM PD fur 24 h und 48 h behandelt.
Nach 24 h konnte mit 1 yM PD eine Abnahme der G1-Phase, einhergehend mit einer
Zunahme der G2/M-Phase, festgestellt werden. Diese Effekte waren statistisch
signifikant. Mit 3 uM und 5 uM PD blieben die G1-Phasen signifikant reduziert, die
G2/M-Phase zeigte jedoch keine statistisch relevanten Anderungen im Vergleich zur
Kontrolle auf. Mit 10 uM PD waren die Zellzyklusphasen nicht mehr signifikant
verschieden zur Kontrolle. Die SubG1-Fraktion der MIA PaCA-2 Zellen erreichte nach
24 h eine signifikante Zunahme mit 5 uM PD, welche mit 10 uM verstarkt werden
konnten (Abb. 41A). Auch hier war auffallig, dass die SubG1-Fraktion gering ausfiel
im Vergleich zu der Zelltodbestimmung (s. Abb. 38).

Nach 48 h konnte eine signifikante Abnahme der G1-Phase mit 1 yM, 3 uM, 5 yuM und
10 uM PD nachgewiesen werden. Mit 1 yM PD zeigte die G2/M eine tendenzielle
Zunahme, welche jedoch keine statistische Relevanz erreichte. Bei 3 uM, 5 yM und
10 uM PD akkumulierten signifikant mehr Zellen in der SubG1-Fraktion als in der
Kontrollprobe (Abb. 41B).

Da in der SubG1-Fraktion die Zellen mit fragmentierter DNA vorliegen, wurde das
Protein y-H2AX im Immunoblot detektiert. Das Ergebnis korrelierte mit den Resultaten
aus der FACS Analyse, da mit 5 uM und 10 uM PD eine klare Induktion von y-H2AX
festgestellt werden konnte (Abb. 41C). Zusatzlich wurde zum Nachweis der y-H2AX
Induktion eine IF in MIA PaCA-2 Zellen durchgeflihrt. Die mikroskopischen Aufnahmen
zeigten eine Zunahme der y-H2AX Foci nach 24 h bei Behandlung mit PD, welche

nach einer quantitativen Analyse sich als statistisch signifikant erwies (Abb. 41D, E).
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Abbildung 41: PD-Behandlung fiihrt zu einer DNA-Fragmentierung in MIA PaCA-2 Zellen. (A) MIA PaCA-2
Zellen wurden mit einer Dosisreihe von 0.5 — 10 uM PD behandelt. Eine Detektion von Pl positiven Zellen am
Durchflusszytometer wurde durchgefiihrt; n = 3. (B) Der Versuchsansatz von (A) wurde fiir 48 h wiederholt. Pl
positive Zellen wurden durchflusszytometrisch detektiert; n = 3. Alle Daten aus (A) und (B) sind angegeben als
Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt
(*p <0,05 **p<0,01, ** p<0001, ***0,0001). (C) MIA PaCA-2 Zellen wurden 24 h mit 1 uM, 5 uM und 10 uM
PD behandelt. Eine Western Blot Analyse wurde durchgefiihrt, um »-H2AX zu detektieren. HSP90 diente als
Ladekontrolle; n = 3. (D) MIA-PACA-2-Zellen waren entweder unbehandelt (con) oder wurden 24 h mit 3 uM PD
behandelt, fixiert und mit anti- y -H2AX Antikbrper inkubiert. Zur Detektion wurde an Cy3 (rot) gekoppelte Antikérper
verwendet. Die Zellkerne wurden mit TO-PRO3 angeférbt. Gezeigt werden représentative Bilder; n= 2. Die Analyse
der y-H2AX Foci pro Zelle wurde mit der Software Imaged durchgefiihrt. Die Mal3stabsleiste betrégt 10 um. (E)
Quantifizierung von y -H2AX Foci in PD-behandelten MIA-PACA-2-Zellen. Die Daten wurden durch Zéhlen von je
100 Zellen in jedem von den 2 unabhéngigen Durchldufen erhoben. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben,
statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (one-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (**** p < 0,0001).
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5. Ergebnisse

5.5.4. Zellzyklusanalyse der mit PD behandelten PDAC Zelllinien

Eine Zellzyklusanalyse wurde ebenfalls in humane PDAC Zelllinien PANC-1, PSN-1,
BxPC-3 und DAN-G flr die Dosen von 0.5 — 10 yuM PD durchgefuhrt. Nach 24 h wurde
in PANC-1, PSN-1 und DAN-G die G1-Phase mit 0.5 uM PD signifikant reduziert,
wobei die Reduktion in DAN-G Zellen hoch signifikant war. Nur in DAN-G Zellen konnte
dieser Effekt mit 1 yM PD verstarkt werden. In PANC-1 und PSN-1 Zellen konnte mit
1 uM PD keine Reduktion der G1-Phase mehr beobachtet werden. Eine signifikante
Reduktion der G1-Phase konnte in BXxPC-3 Zellen mit den Konzentrationen 1 — 10 yM
PD beobachtet werden (Abb. 42A-D).

Die G2/M-Phase zeigte eine signifikante Zunahme in BxPC-3 und DAN-G Zellen,
wohingegen diese Beobachtungen nicht fir PANC-1 und PSN-1 Zellen zutrafen.
Darlber hinaus wurde noch eine signifikante Zunahme der S-Phase in DAN-G Zellen
mit 1 uM PD wahrgenommen. Dieser Effekt konnte mit keiner anderen Dosis und bei
keiner anderen Zelllinie beobachtet werden (Abb. 42A-D).

Nach 24 h Behandlung konnten auch nur DAN-G Zellen eine signifikante Zunahme der
SubG1-Fraktion mit 3 uM, 5 yM und 10 uM PD vorweisen. Dieses Ergebnis war
verwunderlich, da diese Zelllinie mit demselben Zeitwert in der Zelltodbestimmung die
niedrigste Gesamtapoptose aufwies (s. Abb. 38F).

Nach 48 h zeigten PSN-1 das sensitivste Verhalten gegenuber PD, da mit
0.5 uM PD bereits eine hoch signifikante Apoptoserate induziert werden konnte. Dieser
Effekt konnte mit hoheren Dosen an PD zusatzlich verstarkt werden
(Abb. 42F). Die beobachtete Reduktion der G1-Phase durch 0.5 uM PD nach 24 h,
erreichte in PANC-1 nach 48 h eine hohere Signifikanz. Die Induktion der SubG1-
Phase war mit 10 yM PD hoch signifikant in diesen Zellen (Abb. 42E).

Wahrend in BXPC-3 Zellen nach 24 h noch eine signifikante Anzahl an Zellen in der
G2/M arretierten, konnte dieser Effekt nach 48 h nur noch bei 1 uM PD beobachtet
werden. Die SubG1-Fraktion konnte nur mit der hoéchsten Dosis von
10 uM PD eine statistische Relevanz erlangen (Abb. 42G).

In DAN-G Zellen wurde ab 3 yM PD die SubG1-Fraktion nach 48 h signifikant induziert.
Eine Zunahme der G2/M-Phase konnte mit 0.5 yM und 1 uM PD beobachtet werden.
Dieser signifikante Unterschied in der G2/M-Phase ging jedoch mit hdheren Dosen an
PD verloren (Abb. 42H).
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Abbildung 42: PD-Behandlung fiihrt nach 48 h zu einer DNA-Fragmentierung in allen getesteten humanen
PDAC Zelllinien. Eine Zellzyklusanalyse wurde in PANC-1 Zellen nach (A) 24 h und (E) 48 h durchgefiihrt. Dafiir
wurden die Zellen mit einer Dosisreihe von 0.5 — 10 uM PD behandelt und fiir die angegebene Zeit kultiviert. Die
Daten entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen der Pl-positiven Zellen; jeweils n = 3. Die PSN-1 Zellen
wurden mit 0.5 — 10 uM PD behandelt und fiir (B) 24 h und (F) 48 h inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend
geerntet, fixiert, permeabilisiert und mit Pl geférbt. Es erfolgte eine FACS Analyse der Pl-positiven Zellen; n = 4
(24 h), n = 3 (48 h). Die Zellzyklusanalyse wurde in BxPC-3 Zellen nach (C) 24 h und (G) 48 h ebenfalls
durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen mit einer Dosisreihe von 0.5 — 10 uM PD behandelt und fiir die angegebene
Zeit kultiviert. Die Daten entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen der Pl-positiven Zellen; jeweils
n = 3. DAN-G wurden mit 0.6 — 10 uM PD behandelt und fiir (D) 24 h und (H) 48 h inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend geerntet, fixiert, permeabilisiert und mit Pl geférbt. Es erfolgte eine FACS Analyse der Pl-positiven
Zellen; n =3 (E) — (G), n =7 (H). Alle Daten (A) - (H) sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen
mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001).
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5.5.5. PD Behandlung flhrt in allen getesteten humanen PDAC Zelllinien zur
Aktivierung der DNA-Schadensantwort

Analog zu den murinen PDAC Zelllinien wurden auch die biochemischen Effekte von
PD in humanen PDAC Zelllinien auf Proteinebene analysiert. Dazu wurden alle funf
Zelllinien mit 0.5 — 10 yM PD behandelt. Fur DAN-G reichten die Lysate mit
10 uM PD nicht aus, weshalb auf diese Dosis bei der Western Blot Analyse verzichtet
werden musste.

Eine Behandlung mit PD Ioste bei allen Zelllinien eine Aktivierung von ATM aus,
welches seine direkten Zielproteine p-ATM, p-KAP1 und y-H2AX phosphorylierte.
MIA PaCA-2 Zellen zeigten eine kontinuierliche Induktion von p-KAP1, welches bei
10 uM seinen Hochpunkt erreichte. Bei den anderen Zelllinien erreichte p-KAP1 seine
héchste Induktion bei einer bestimmten Konzentration und nahm bei hoherer
Konzentration wieder ab. Das Verhalten von p-KAP1 spiegelte sich nicht in der
Expression von p-ATM in den betroffenen Zelllinien wider (Abb. 43A-B). Es kam bei
allen Zelllinien zu einer Zunahme von p-AKT, welches mit der Abnahme von AKT1/2/3
einherging. Das Protein p-ERK zeigte nur eine klare Induktion in MIA PaCA-2,
PSN-1 und BxPC-3, wahrend eine Abnahme von ERK1/2 in PANC-1, BxPC-3 und
DAN-G Zellen zu beobachten war (Abb. 43A).

Die Behandlung mit PD fuhrte auch bei jeder Zellinie zu einer Induktion von
p-CHK1 (S345), welches in allen Fallen zu einer Abnahme von CHK1 passte. Der
Tumorsuppressor p53 zeigte mit Ausnahme der MIA PaCA-2 Zellen eine Abnahme mit
PD nach 24 h. Als weiteren Indikator fir den Nachweis der Apoptose wurde
Caspase-3 und seine pro-apoptotischen Isoformen detektiert. Die Spaltung von
Caspase-3 konnte in MIA PaCA-2, BxPC-3 und DAN-G am deutlichsten nachgewiesen
werden (Abb. 43B).

Durch die Detektion von E-Cadherin und Vimentin konnte der epitheliale bzw. der
mesenchymale Ursprung der Zelllinien bestimmt werden. Bei MIA PaCA-2, PANC-1
und PSN-1 Zellen konnte Vimentin, als Marker fir den mesenchymalen Subtyp,
detektiert werden. Durch eine Behandlung mit PD wurden Spaltformen von Vimentin
beobachtet. Diese waren in MIA PaCA-2 am deutlichsten zu erkennen. Fur BxPC-3
und DAN-G Zellen konnte E-Cadherin detektiert werden. Es konnte eine
dosisabhangige Induktion von E-Cadherin in diesen Zellen beobachtet werden
(Abb. 43B).
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Abbildung 43: PD fiihrt auch in humanen PDAC Zellen zu einer Aktivierung der DNA-Schadensantwort, der
PI3K/AKT und der MAPK/ERK Signalwege. (A) Immunoblot von MIA PaCA-2, PANC-1, PSN-1, BxPC-3 und
DAN-G zur Detektion von ATM, AKT, ERK, sowie die phosphorylierten Proteine p-ATM, p-KAP1, p-AKT und
p-ERK. Dafiir wurden die Zellen mit den gezeigten Dosen an PD behandelt und fiir weitere 24 h inkubiert. Vinculin
(MIA PaCA-2) und HSP90 (PANC-1, PSN-1, BxPC-3, DAN-G) wurden als Referenz einer gleichméB3igen Ladung
verwendet; n = 2, n >3 (MIA PaCA-2). (B) Immunoblot von MIA PaCA-2, PANC-1, PSN-1, BxPC-3 und DAN-G zur
Detektion von E-Cadherin, Vimentin, CHK1, p53, Caspase-3, sowie die phosphorylierten Proteine
p-CHK1 und y -H2AX. Die Zellen wurden mit den gezeigten Konzentrationen an PD behandelt und nach 24 h
geerntet. HSP90 wurde als Referenz einer gleichméfigen Ladung verwendet; n = 2, n > 3 (MIA PaCA-2).

Die humanen PDAC Zelllinien zeigten trotz der unterschiedlichen Subtypen (mes/epi)
keinen klaren Phanotyp in Bezug auf die PD-Behandlung, da in allen Zelllinien
erfolgreich Apoptose induziert wurde (s. Abb. 38, 39). Dieses Ergebnis steht somit klar

im Kontrast zu den Resultaten aus den murinen PDAC Zelllinien (s. Abb. 31, 32).
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5.6. Charakterisierung der biochemischen und zellularen Effekte von PD in

Leukamiezellen

5.6.1. Zelltodbestimmung in AML, ALL, CML und Burkitt-Lymphomzelllinien bei
PD Behandlung nach 24 h

Da der PP2A-Inhibitor in adharenten murinen und humanen PDAC Zellen
vielversprechende Ergebnisse zeigte, erfolgte eine Charakterisierung der PD Effekte
in Leukamiezellen. Dazu wurde eine AML- (MV4-11), eine ALL- (RS4-11), eine CML-
(K562), eine Burkitt Lymphomzelllinie- (RAMOS) und zwei erythroleukamische
Zelllinien (HEL, HEL ASIAH2) mit PD behandelt und nach 24 h geerntet. Es wurden
Dosen von 0.1 — 1 yM PD verwendet.

Die Zelllinien MV4-11, RS4-11 und die RAMOS zeigten eindeutige Effekte. Mit 1 uM
PD erreichten MV4-11 Zellen eine Gesamtapoptose von 83.9 %. RS4-11 erreichte
einen Wert von 64.1 %, wahrend die Totalapoptose der RAMOS Zellen mit 1 yM PD
nur bei 37.6 % betrug. Die Induktion der Apoptose waren sowohl in der frihen als auch
in der spaten Apoptose/Nekrose in den genannten Zelllinien signifikant (Abb. 44A-C).
Bei K562, HEL und HEL ASIAH2 Zellen erreichte nur die frGhe Apoptose eine
statistische Relevanz. Aullerdem konnte kein Unterschied zwischen dem HEL Wildtyp
und dem HEL ASIAH2 beobachtet werden (Abb. 44D-F). Diese Erkenntnis legte die
Vermutung nahe, dass die Funktionen von SIAH2 nicht durch PD beeinflusst werden
und das Fehlen von SIAH2 nicht zu einer gesteigerten zytotoxischen Reaktion von PD
beitragt.

Bei dieser dosisabhangigen Zelltodbestimmung in Leukamiezellen konnte bereits
festgestellt werden, dass PD in leukdmische Zellen effizienter Apoptose induziert als
in humane PDAC Zellen (s. Abb. 38).
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Abbildung 44: PD fiihrt in allen getesteten Leukdmiezellen zur Induktion der Apoptose. Die Zelllinien
(A) MV4-11, (B) RS4-11 wurden mit Dosen von 0.1 — 1 uM PD behandelt und nach 24 h geerntet. Eine FACS
Analyse wurde anschlieBend mit den Annexin-V/PI geférbten Zellen durchgefiihrt; n = 4. Dieselbe Analyse wurde
an der Burkitt Lymphomzelllinie (C) RAMOS; n = 3, (D) der CML Zelllinie K562; n = 3, (E) der erythroleukdmische
Zelllinie HEL; n = 3 und in (F) HEL ASIAHZ2 durchgefiihrt; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD;
Statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05,
**p <0,01, **p <0001, ****p<0,0001).

5.6.2. Langzeiteffekte von PD in leukamische Zellen

Um Langzeiteffekte in Leukamiezellen zu analysieren, wurden diese mit niedrigen
Dosen von 100 nM, 200 nM und 300 nM PD behandelt und fur weitere 72 h kultiviert.
Fir diese Analyse wurden MV4-11, RS4-11 und RAMOS ausgewahlt, da die
genannten Zelllinien die besten Effekten nach 24 h mit PD zeigten (s. Abb. 44).
Nach 24 h konnte die Dosis von 100 nM PD weder in MV4-11 noch in
RS4-11 oder in RAMOS Zellen Apoptose induziert werden. Nach 72 h akkumulierte
jedoch eine signifikante Anzahl an Zellen sowohl in RS4-11 als auch in RAMOS Zellen
in der frihen und spaten Apoptose bei der Behandlung mit 100 nM PD.

Die beschriebenen Effekte konnten in beiden Zellinien mit 200 nM und 300 nM
verstarkt werden. MV4-11 Zellen, die nach 24 h die sensitivste Zelllinie war, erreichte
erst bei 300 nM PD eine statistische Signifikanz, wobei mehr Zellen in der frihen
Apoptose als in der spaten Apoptose akkumulierten. Die Gesamtapoptose erreichte
bei der hochsten Dosis von 300 nM in MV4-11 einen Wert von 73.6 %, in RS4-11
Zellen wurde ein Wert von 87.3 % verzeichnet und in RAMOS Zellen betrug die
Gesamtapoptose 98.4 % (Abb. 45).
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Abbildung 45: PD ist nach 72 h trotz niedriger Dosierung ebenfalls zytotoxisch fiir leukdmische Zellen.
(A) MV4-11, (B) RS4-11 und (C) RAMOS Zellen wurden mit 100 nM, 200 nM und 300 nM behandelt und fiir weitere
72 h inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet und mit Annexin-V, sowie Pl angeféarbt. Der Zelltod wurde
durchflusszytometrisch bestimmt, n = 2. Alle Daten (A) - (C) sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische
Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01,
***p < 0,001, ****0,0001).

Somit wurden die Effekte von PD in Leukamiezellen sowohl dosisabhangig als auch
zeitabhangig charakterisiert. Dabei wurde festgestellt, dass MV4-11 Zellen nach 24 h
die héchste Gesamtapoptose aufwies. In einem zeitabhangigen Verlauf waren die

zytotoxischen Effekte von PD jedoch in RAMOS Zellen am besten zu erkennen.

5.7. Charakterisierung von PD in normal proliferierenden Zellen

5.7.1. Dosisabhangige PD-Effekte in RPE-1 Zellen nach 24 h

Der PP2A-Inhibitor PD zeigte im Rahmen dieser Dissertation bisher in allen getesteten
mutierten Krebszelllinien vielversprechende Ergebnisse. Um zu gewahrleisten, dass
diese Effekte nicht auf normale und gesunde Zellen Gbertragbar sind, wurde nun die
epithelialen Retinalpigment Zelllinie RPE-1 mit PD behandelt. Es wurde sowohl eine
Zelltodbestimmung als auch eine Analyse von posttranslationalen Modifikationen
mittels Immunoblot durchgefuhrt.

Die Behandlung von PD fuhrte bis zu der héchsten Dosis von 5 yM PD zu keiner
signifikanten Anhaufung von Annexin/Pl-positiven Zellen (Abb. 46A). In einer Western
Blot Analyse zeigte die PD-Behandlung eine Induktion von DNA-Schaden uber die
Zunahme von p-ATM, p-KAP1 und vy-H2AX. Eine schwache Induktion von
p-CHK1 (S345) einhergehend mit einem klaren Verlust von CHK1 konnte auRerdem
durch die PD-Behandlung nachgewiesen werden (Abb. 46B).
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Abbildung 46: Die Behandlung von PD fiihrt bei normalen Korperzellen zu einer Aktivierung der
DNA-Schadensantwort, jedoch nicht zur Apoptose. (A) Die epithelialen Retinapigment Zelllinie RPE-1 wurde
mit einer Dosisreihe von 0.5 — 10 uM PD behandelt. Die FACS Analyse der Annexin-V/PI geférbten Zellen wurde
24 h nach der Behandlung durchgefiihrt, n = 3. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt; Statistische
Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt. (B) Die mit PD-behandelten
RPE-1 Zellen wurden nach 24 h geerntet, lysiert und im Western Blot analysiert. Es wurden ATM, PR130, CHK1,
»-H2AX, sowie die phosphorylierten Proteine p-ATM, p-KAP1 und p-CHK1 detektiert. HSP90 diente als
Ladekontrolle; n = 2. (C) Die Effekte von PD wurden in RPE-1 und MIA PaCA-2 Zellen gestellt in direkten Vergleich
gestellt. RPE-1 Zellen wurden mit steigender PD Dosis behandelt und nach 24 h geerntet. MIA PaCA-2 Zellen
wurden mit 1 — 10 uM PD behandelt und fiir weitere 24 h kultiviert. Ein Immunoblot wurde durchgefiihrt, um p-RPA
und RADS51 zu detektieren. Die Detektion von fS-Actin diente zur Kontrolle der Ladung; n = 2.

Um RPE-1 Zellen im direkten Vergleich zu MIA PaCA-2 Zellen zu stellen, wurden beide
Zelllinien mit den angegeben PD Dosen fur 24 h behandelt, lysiert und einer Western
Blot Analyse unterzogen. Diese zeigte eine deutliche Abnahme des
HR-Proteins RADS51, welche mit einer Zunahme von p-RPA in RPE-1 Zellen
einherging. In MIA PaCA-2 blieb der Spiegel von RAD51 und p-RPA bei allen Dosen
an PD konsistent (Abb. 46C).

Diese Erkenntnis zeigte, dass PD in RPE-1 Zellen ebenfalls DNA-Schaden verursacht,

welche jedoch nicht in einer Apoptose enden.
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5.7.2. Dosisabhangige PD-Effekte in PBMCs nach 24 h

Es wurde eine weitere Negativkontrolle durchgefihrt, um toxische Effekte in normal
proliferierenden Zellen ausschlieen zu koénnen. Daflir wurden PBMCs mit PD
behandelt. Neutrophile und PMN Zellen gehdéren zu der Gruppe der weillen
Blutkorperchen (Leukozyten), wahrend die dendritischen Zellen
antigenprasentierende Zellen sind und unter anderem fir die Aktivierung der T-Zellen
verantwortlich sind. T-Zellen wiederum sind fur die Erkennung von Antigenen
verantwortlich, wahrend die B-Zellen Antikorper bilden und fir die adaptive
Immunreaktion im menschlichen Korper zustandig ist. Die Monozyten konnen vom Blut
in das Gewebe wandern und dort zu einer Makrophage werden, um Zelltrimmer oder

Bakterien zu entfernen.
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Abbildung 47: Effekte von PD in PBMC-Populationen. Die (A) Neutrophile Zellen, (B) die PMN Zellen, (C) die DC
Zellen, (D) die T-Zellen, (E) Monozyten, (F) B-Zellen und (G) die NK Zellen wurden mit 0.1 — 1 uM PD behandelt
und fiir weitere 24 h kultiviert. Nach der Ernte wurden die Zellen mit Annexin V-FITC UND SYTOX™ AADvanced™
geféarbt. Der Zelltod wurde im Anschluss durchflusszytometrisch bestimmt; n = 4. Alle Daten (A) - (G) sind
angegeben als Mittelwerte + SD. Eine statistische Analyse mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) ergab
keine statistischen Signifikanzen. Diese Daten wurden ausschlieBlich von Frau Yanira Zeyn im Rahmen einer
Korporation mit der AG Grabbe/Bros von der Universitdtsmedizin in Mainz durchgefiihrt. Fiir eine erhéhte
Aussagekraft dieses Projekts, wurden diese in die Dissertation inkludiert.
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Da es sich bei allen Zellarten um eine Primarkultur handelte, wurden die Analysen nur
fur den 24 h Wert durchgefihrt. Eine durchflusszytometrische Zelltodbestimmung
zeigte, dass PD in keiner der getesteten Zelllinien eine Induktion der Apoptose
herbeifuhrte (Abb. 47). Mit dieser Analyse konnte ausgeschlossen werden, dass PD
zytotoxisch auf Immunzellen wirkt und die Immunabwehr bei einer Behandlung

angreift.

5.8. Die Effekte von PD basieren auf einer spezifischen Reduktion der funktionalen
Untereinheit PP2A/PR130

5.8.1. Epitheliale murine PDAC Zelllinien zeigen keine Reduktion von PR130
durch PD

Wie aus Kapitel 5.4. hervorging, konnten die murinen PDAC Zelllinien in einen
mesenchymalen und einen epithelialen Subtyp unterteilt werden. Dabei stellte sich
heraus, dass der mesenchymale Subtyp sensitiv auf PD regierte, wahrend die
epithelialen Subtypen auch bei hohen Dosen und langen Zeitwerten resistent
gegenuber PD blieben (s. Abb. 31, 32). Um zu analysieren, weshalb diese Phanotypen
beobachtet werden konnten, wurden die Untereinheiten von PP2A im Immunoblot
untersucht. Dabei wurden drei mesenchymale und drei epitheliale Zelllinien mit 3 uM
PD fur 24 h behandelt. Die Zelllinien 3250 und 9591 wurden von Frau Dr. Leydecker

kultiviert und in ihrer Dissertation ausfuhrlich analysiert.
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Abbildung 48: Die PD-Behandlung fiihrt in mesenchymalen PDAC Zelllinien zu einer Abnahme des PR130-
Spiegels. (A) Mesenchymale and epitheliale murine PDAC Zelllinien wurden mit 3 uM PD behandelt und fiir 24 h
kultiviert. Die Expression von PR130 wurde mittels Immunoblot nachgewiesen. HSP90 ist die Ladekontrolle;
n =2. Dieses Experiment wurde parallel von Frau Dr. Leydecker durchgefiihrt und ist ebenfalls in ihre Dissertation
zu sehen. Frau Leydecker wurde von mir betreut und in dieses Projekt eingearbeitet. Aufgrund von
Uberschneidungen im Projekt wurde beschlossen diese Ergebnisse in beide Dissertationen aufzufiihren. (B) Die
mesenchymalen S411 und die epithelialen 8296 Zellen wurden mit 3 uM PD behandelt. Nach 24 h Inkubation
wurden die Zellen geerntet und die Lysate via Immunoblot analysiert. In beiden Zelllinien wurden jeweils PP2A-A
und PP2A-C detektiert; n = 3.
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5. Ergebnisse

Der Immunoblot in Abb. 48A bestatigte erneut, dass der mesenchymale Subtyp basal
bereits einen hoheren Spiegel an PR130 aufweist. Durch die Behandlung mit PD
wurde PR130 in S411, 8248 und 3250 drastisch vermindert. Im Gegensatz dazu
zeigten die epithelialen Zelllinien basal keine hohe PR130 Expression. Diese konnte
durch eine PD-Behandlung ebenfalls nicht beeinflusst werden (Abb. 48A). Die
strukturelle Untereinheit PP2-A und die katalytische Untereinheit PP2A-C wurde weder
im mesenchymalen noch im epithelialen Subtyp durch PD moduliert (Abb. 48B).

Auch in den humanen PDAC Zelllinien wurde die PR130 Expression nach einer PD
Behandlung analysiert. Alle getesteten Zelllinien zeigten analog zu den murinen PDAC
Zellen eine Reduktion von PR130 mit zunehmender PD Konzentration. Dabei konnte
festgestellt werden, dass PANC-1 und BxPC-3 das PR130 basal am starksten
exprimieren (Abb. 49).
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Abbildung 49: Die Behandlung der humanen PDAC Zelllinien mit PD fiihrt zu einer Reduktion bis hin zum
Verlust von PR130. Die Zelllinien (A) MIA PaCA-2, (B) PANC-1, (C) PSN-1, (D) BxPC-3 und (E) DAN-G wurden
mit einer Dosisreihe von 1 — 10 uM PD behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und lysiert. Ein Immunoblot
wurde durchgefiihrt, um die Reduktion von PR130 in allen getesteten Zelllinien zu belegen; n = 2.
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5.8.2. Chloroquin kann den PD-bedingten Abbau von PR130 nicht

entgegenwirken

Im nachsten wurde Uberprift nach welchem Mechanismus PR130 durch die
Behandlung mit PD abgebaut wird. Es konnte anhand einer Western Blot Analyse
gezeigt werden, dass PD nicht nur eine Apoptose, sondern auch eine Autophagie in
MIA PaCA-2 Zellen, induzierte (Anhang 3A). Die Induktion der Autophagie wurde
durch eine Induktion von LC3B [309-311] und einer Reduktion von p62 [312, 313]
belegt. MIA PaCA-2 Zellen wurden nun mit dem Autophagie Inhibitor Chloroquin in
Kombination mit PD behandelt. Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet,
lysiert und auf einem Gel aufgetragen. Eine Detektion von PR130 zeigte erneut die
Reduktion dieses Proteins in MIA PaCA-2 Zellen durch PD. In der Chloroquin
Einzelbehandlung blieb der Spiegel an PR130 vergleichbar zu Kontrolle. Die

Kombination dieser beiden Inhibitoren zeigte jedoch erneut einen Abbau von PR130

(Abb. 50A).
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Abbildung 50: Die Hemmung der Autophagie steigert die zytotoxischen Effekte von PD in PDAC Zellen. (A)
MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD und 50 uM Chloroquin behandelt. Ein Immunoblot wurde durchgefiihrt,
um PR130 zu detektieren. HSP90 diente als Ladekontrolle; n = 3. (B) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD und
10 uM Chloroquin behandelt und nach 24 h geerntet. FACS Analysen wurden durchgefiihrt, um Annexin-V/PI
positive Zellen zu detektieren; n = 3. (C) Die murine PDAC Zelllinie S411 wurde fir 24 h mit 2 uM PD und 10 uM
Chloroquin inkubiert. Die Zellen wurden nach Beendigung der Inkubationszeit geerntet, mit Annexin/Pl geférbt und
durchflusszytometrisch analysiert; n = 3. Die Daten aus (B) und (C) werden als Mittelwerte + SD dargestellt;
Statistische  Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt
(***p < 0,001, ****p < 0,0001).

Anschlielend wurde eine Zelltodbestimmung durchgefuhrt. Daflr wurden
MIA PaCA-2 Zellen mit 3 yM PD und 10 uyM Chloroquin behandelt. Nach 24 h
induzierte PD, sowohl in der Einzelbehandlung als auch in der Kombination mit
Chloroquin, signifikant die Apoptose in den behandelten Zellen. Chloroquin zeigte in

der Einzelbehandlung in MIA PaCA-2 Zellen keine nennenswerten Effekte.
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Es wurde festgestellt, dass die Kombination PD + Chloroquin tendenziell zu einer
héheren Apoptoserate fuhrt als PD allein. Dennoch erreichte dieser Unterschied keine
statistische Relevanz (Abb. 50B).

Um die Effekte deutlicher zeigen zu kdnnen, wurde die mesenchymale murine Zelllinie
S411 mit 2 yM PD und 10 puM Chloroquin inkubiert. Nach 24 h akkumulierte eine
signifikante Anzahl an Zellen in der frGhen und spaten Apoptose, sowohl in der PD
Einzelbehandlung als auch in der Kombination mit Chloroquin. Chloroquin allein zeigte
keine zytotoxischen Effekte in dieser Zelllinie. Daruber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Apoptoserate in der Kombination PD + Chloroquin signifikant hoher war als
in der PD Einzelbehandlung (Abb. 50C).

Die FACS Analyse zusammen mit dem Immunoblot aus der Abb. 50 lassen darauf
schlieRen, dass der Abbau von PR130 unabhangig von der lysosomalen Autophagie
ablauft.

5.8.3. Der PD-bedingte Abbau von PR130 erfolgt uber das Proteasom

Erganzend zu den Ergebnissen aus Abb. 50, wurden MIA-PACA-2-Zellen mit dem
spezifischen proteasomalen Inhibitor Lactacystin und dem PP2Ai PD fir 24 h inkubiert.

Anschliefliend wurden Immunoblots und FACS-Messungen durchgeflhrt.
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Abbildung 51: Der PD-bedingte Abbau von PR130 wird durch die Behandlung mit Lactacystin gehemmt. (A)
MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD und 50 uM Lactacystin behandelt. Die Ernte erfolgte nach 24 h
Inkubationszeit. Die Durchfiihrung eines Immunoblots diente zur Detektion von PR130. Vinculin diente zur
Ladekontrolle; n = 3. (B) Durchflusszytometrische Analyse von MIA PaCA-2 Zellen, die fiir 24 h mit 3 uM PD und
10 uM Lactacystin behandelt wurden. Eine anschlieBende Féarbung mit Annexin-V und Pl erlaubt die Detektion von
Zellen in Apoptose; n = 3. Die Daten werden als Mittelwerte + SD gezeigt; statistische Analysen mit Hilfe einer
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (**p < 0,01, **** p < 0,0001).
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Nach 24 h zeigte der Immunoblot, dass Lactacystin die PD bedingte Reduktion von
PR130 abschwacht (Abb. 51A). Eine anschlielende Zellzyklusanalyse mit 10 yM
Lactacystin und 3 uM PD in MIA PaCA-2 Zellen ergab eine signifikante Induktion der
Apoptose, sowohl in der PD Einzelbehandlung als auch in Kombination mit
Lactacystin. Es zeigte sich ein Trend, dass die Kombination PD + Lactacystin eine
geringere Apoptoserate induzierte. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch
signifikant (Abb. 51B). Aus diesen Erkenntnissen konnte geschlossen werden, dass
PD nicht nur eine Apoptose, sondern auch einen proteasomalen Abbau von PR130

auslost.

5.8.4. Die PD-Behandlung fuhrt zu einer Induktion von HSP70 im

mesenchymalen Subtyp

Die Kapiteln 5.4. — 5.5. und 5.8.3. zeigten, dass der proteasomale Abbau von PR130
zytotoxisch fur die getesteten PDAC Zellinien waren. Um die molekularen
Mechanismen besser verstehen zu koénnen, die verantwortlich sind fir die
unterschiedlichen Reaktionen des mesenchymalen und epithelialen Subtyps, wurde
eine Proteom Analyse durchgefihrt. Da die murinen PDAC Zelllinien klare PD
abhangige Phanotypen hervorbrachte, wurden diese fir diese Analyse ausgewahlt.
Daflr wurden S411 und 8296 Zellen zwei Wochen in der Zellkultur mit stabilen
Aminosauren-lsotopen markiert (s. Kap. 4.5.). Anschliefend wurden beide Zelllinien
mit 2 uM PD fur 24 h behandelt und fur eine Proteom Analyse vorbereitet. Mit der
Konzentration von 2 pM konnte gewahrleistet werden, dass die PD-sensitiven S411
noch nicht zu stark apoptotisch waren, welches eine anschlieliende Analyse
ausgeschlossen hatte.

Die Proteom Analyse zeigte eine spezifische Induktion von HSPA1A und HSPA1L.
Diese Induktion war in S411 Zellen sehr stark ausgepragt, wahrend 8296 Zellen nur
eine leichte Induktion von HSPA1A bei der gleichen Dosis zeigte. HSPA1A kodiert fur
das Hitzeschockprotein HSP70 (Abb. 52A-B).
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Abbildung 52: Die PD-Behandlung von PDAC Zellen fiihrt zu einer Induktion des Hitzeschockproteins HSP70.
Die (A) PD sensitive Zelllinie S411 und (B) die PD resistente Zelllinie 8296 wurden mit stabilen Aminosé&ure-
Isotopen in Zellkulturmedien (SILAC) markiert. Die Zellen wurden nach abgeschlossener Markierung mit 2 uM PD
fiir 24 h behandelt. Das daraus resultierende globale Proteinmuster der PDAC Zelllinien wurden mittels
Proteomanalyse ausgewertet und wird hier dargestellt (control = Kontrolle, phendione = PD).
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Zur Verifizierung der Proteom Analyse, wurden Immunoblots durchgefuhrt, um HSP70
zu detektieren. Dafur wurden die mesenchymalen und die epithelialen Zelllinien mit
3 uM PD fiur 24 h behandelt. Das Ergebnis bestatigte die Proteom Analyse, denn nur
die mesenchymalen Zelllinien zeigten eine starke Induktion von HSP70 bei der
Behandlung mit PD. Epitheliale 9591 Zellen exprimierten im Grundzustand mehr
HSP70 als alle anderen Zelllinien. Dennoch wurde der HSP70 Spiegel auch in diesen
Zellen nicht durch die Behandlung mit PD beeinflusst (Abb. 53A).

Um zu erfahren, nach welchem Zeitwert HSP70 in den mesenchymalen Zellen
induziert wird, wurde ein Immunoblot nach kurzen Zeitwerten durchgefuhrt. Dafar
wurden S411 und 8296 Zellen mit 3 uM PD behandelt und nach 1h, 3h und 6h geerntet.
Das Ergebnis des Immunoblots zeigte bereits nach 6 h eine starke Induktion von
HSP70 durch PD in S411 Zellen (Abb. 53B). Laut der Zelltodbestimmung der S411
Zellen kam es nach 6 h noch zu keiner signifikanten Induktion der Apoptose. Diese
erfolgte erst nach 8 h (s. Abb. 33). Somit lag die Vermutung nahe, dass eine HSP70
Induktion ebenfalls malgeblich zu der Induktion der Apoptose im mesenchymalen
Subtyp beitragt.
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Abbildung 53: Die PD-Behandlung der murinen PDAC Zellen fiihrt zu einer HSP70 Induktion im
mesenchymalen Subtyp. (A) Jeweils drei mesenchymale und 3 epitheliale Zelllinien wurden mit 2 uM PD
behandelt und nach 24 h geerntet. Ein Immunoblot wurde durchgefiihrt, um HSP70 zu detektieren. HSP90 dient
als Ladekontrolle; n = 2. Dieses Experiment wurde parallel von Frau Dr. Leydecker durchgefiihrt und ist ebenfalls
in ihre Dissertation zu sehen. Frau Leydecker wurde von mir betreut und in dieses Projekt eingearbeitet. (B) Die
mesenchymale Zelllinie S411 und die epitheliale Zelllinie 8296 wurden mit 3 uM PD behandelt und nach 1 h, 3 h
und 6 h geerntet. HSP70 wurde im Immunoblot anschlieBend detektiert. Zur Kontrolle einer gleichméligen Ladung
wurde HSP90 detektiert; n = 3.
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5.8.5. MIA PaCA-2 Zellen induzieren HSP70 bei Behandlung mit PD

Es wurde nun Uberpruft, ob die beobachteten Effekte aus den murinen PDAC Zellen
auch auf humane Zellen Ubertragbar waren. Dafir wurden MIA PaCA-2 Zellen mit eine

Dosisreihe von 1 — 10 yM PD behandelt und nach 24 h geerntet.
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Abbildung 54: In MIA PaCA-2 Zellen fiihrt eine PD-Behandlung ebenfalls zur HSP70 Induktion.
(A) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 1 uM, 5 uM und 10 uM PD behandelt und fiir weitere 24 h kultiviert. Nach der
Ernte wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot Analyse untersucht. HSP70 wurde detektiert. Vinculin dient
als Ladekontrolle. (B) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit steigender PD Dosis behandelt (1 — 10 uM). Ein Immunoblot
wurde durchgefiihrt, um Hitzeschockproteine wie HSP105, HSP60 und HSP27 zu detektieren. HSP90 und [-Actin
dienen zur Ladekontrolle; n = 3.

Eine Detektion von HSP70 zeigte auch in MIA PaCA-2 Zellen eine dosisabhangige
Induktion dieses Proteins (Abb. 54A). Es konnte wahrgenommen werden, dass die
HSP70 Induktion in der humanen Zelllinie MIA PaCA-2 schwacher ausfiel als in den
mesenchymalen murinen PDAC Zelllinien (s. Abb. 53A). HSP70 wurde daruber hinaus
auch in den anderen humanen Zelllinien PANC-1, PSN-1, BxPC-3 und DAN-G
durchgefuhrt. Dabei wurde festgestellt, dass die Induktion von HSP70 in keines der
aufgefihrten Zelllinien so deutlich war, wie in den MIA PaCA-2 Zellen (Anhang 4).
Somit konnte fur die humanen PDAC Zelllinien kein klarer Phanotyp festgestellt
werden.
Des Weiteren wurde Uberprift, ob andere HSPs ebenfalls durch eine PD Behandlung
beeinflusst wurden. Das Ergebnis im Immunoblot zeigte keine Veranderungen in der
Expression von HSP105, HSP60 und HSP27 durch PD im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 53B). Dieses Resultat stand ebenfalls im Einklang mit der Proteom Analyse, da
diese eine spezifische HSP70 Induktion durch PD zeigte (s. Abb. 52A).
Diese Daten weisen darauf hin, dass die HSP70 Induktion sowohl in den murinen als
auch in humanen PDAC Zellen spezifisch ist. Des Weiteren konnte eine Korrelation
zwischen einer HSP70 Akkumulation und einer PR130 Reduktion in PD-behandelten
Zellen festgestellt werden.
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5.8.6. Die Kombination von PD wund einem HSP70-Inhibitor zeigen
synergistische Effekte in den getesteten PDAC Zelllinien

Es wurde bereits gezeigt, dass nicht nur PR130, sondern auch HSP70 eine
bedeutende Rolle in den PD behandelten PDAC Zellen Ubernehmen.

Um die biologische Rolle von HSP70 zu analysieren, wurde im nachsten Schritt der
PP2A-Inhibitor PD mit dem HSP70-Inhibitor JG-98 kombiniert. Eine Zelltod Analyse
wurde fur S411, 8296 und MIA PaCA-2 Zellen durchgefihrt. Nach 24 h zeigte JG-98
in der Einzelbehandlung in keiner Zelllinie eine Induktion der Apoptose, was eine
unspezifische Toxizitat dieser Substanz ausschliet. PD induzierte wie erwartet in
S411 und MIA PaCA-2 Zellen eine Akkumulation von Zellen in der frihen und spaten

Apoptose.
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Abbildung 55: Die Inhibierung von HSP70 verstérkt die apoptotische Wirkung von PD. (A) Die mesenchymale
murine PDAC Zelllinie S411 und (B) epitheliale murine PDAC Zelllinie 8296 wurden mit 2 uM PD und 0.5 uM des
HSP70-Inhibitors JG-98 fiir 24 h inkubiert. Die Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie unter der Verwendung
der Annexin-V/PI-Férbung ermittelt; n = 3. (C) Die humane PDAC Zelllinie MIA PaCA-2 wurden 24 h mit 3 uM PD
und 0.5 uM JG-98 inkubiert. Eine anschlieBende durchflusszytometrische Analyse von Annexin/Pl geférbten Zellen
ermittelt die Apoptoserate dieser Zellen; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische
Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (** p < 0,01, *** p < 0,001,
**** p < 0,0001).

Eine Kombination aus PD + JG-98 zeigte synergistische Effekte in S411 und
MIA PaCA-2 Zellen. Bei S411 Zellen erreichte die Gesamtapoptose bei der
Kombinationsbehandlung einen Wert von 81.2 %, in MIA PaCA-2 Zellen stieg diese
von 21.7 % (PD) auf 48.6 % (PD + JG-98) an. Der Unterschied war in S411 starker als
in MIA PaCA-2 Zellen. Trotzdem wurde in beiden Zelllinien eine statistische Signifikanz
erreicht (Abb. 55). Die epithelialen 8296 Zellen zeigten im Gegensatz zu den S411
und MIA PaCA-2 Zellen keine nennenswerten Effekte mit PD oder JG-98 (Abb. 55B).
Diese Effekte waren zu erwarten, da der epitheliale Subtyp keine Induktion von HSP70

bei einer PD-Behandlung zeigte (s. Abb. 52B, 53).
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5.8.7. Die Behandlung mit PD fiahrt in PDAC Zellen zur Entstehung von

zytotoxischen Proteinaggregaten

HSP70 dbernimmt als molekulares Chaperon eine zentrale Rolle in der
Proteinbiosynthese, in dem eine korrekte Faltung von neu synthetisierten Proteinen
uberwacht. Dabei kann HSP70 an seine Proteinsubstrate binden und sie vor einer
Denaturierung oder einer Aggregatbildung schitzen. Darlber hinaus kann das
HSP70-assoziierte System, Proteine zum Ubiquitin-vermittelten proteasomalen Abbau
steuern und zytotoxische Proteinaggregate auflosen, die bei beeintrachtigter
Proteinsynthese und -stabilitat entstehen [327, 421, 446]. Eine Studie von 2008 zeigte,
dass Vimentin als einen Marker fir Aggregate verwendet werden kann. Es wurde
gezeigt, dass Vimentin kafigartige und kugelférmige Strukturen um Zellkérper bilden,
wenn Aggregate gebildet werden [447]. Um dies zu testen, wurde Vimentin
mikroskopisch untersucht. Da Ubiquitin die fehlgefalteten Proteine markiert [448] und
somit eine zentrale Rolle beim proteasomalen Abbau von Proteinen Ubernimmt, wurde
auch dieses Protein mikroskopisch untersucht.

Die MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 yM PD behandelt und fur weitere 24 h inkubiert.
Die Zellen wurden anschlief3end fixiert, permeabilisert und mit Antikdrpern fur Ubiquitin
und Vimentin angefarbt und anschliel3end fur eine Messung am Mikroskop vorbereitet
(Kapitel 4.4.). Die Ergebnisse zeigten, dass sich in PD-behandelten MIA PaCA-2
Zellen Ubiquitin Foci bildeten. Diese befanden sich sowohl innerhalb als auch
aulRerhalb des Nukleus (Abb. 56A). Eine Quantifizierung bestéatigte die signifikante
Zunahme der Ubiquitin Focis in PD-behandelten Zellen (Abb. 56B).

Vimentin zeigte sich bei einer PD-Behandlung als kugelférmige Struktur, die entweder
den Zellkorper einschlossen oder am Rand als Blase lokalisiert war
(Abb. 56A). Aullerdem konnte noch eine klare Zunahme der Farbintensitat von
Vimentin im Vergleich zu der Kontrollprobe wahrgenommen werden. Dieser
Unterschied erwies sich in einer quantitativen Analyse als statistisch signifikant
(Abb. 56C). Durch den Immunoblot aus Abb. 43, konnte die Zunahme der Intensitat,
aufgrund einer erhdhten Expression von Vimentin, ausgeschlossen werden.

Um die Beobachtungen aus den mikroskopischen Analysen zu verifizieren und die
Aggregatbildung zu quantifizieren, wurden MIA PaCA-2 Zellen mit PD behandelt und
durchflusszytometrisch analysiert. In Abb. 56D ist eine beispielhafte Messung fur die

Detektion von Aggresomen gezeigt.
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Durch die PD bedingte Bildung von Aggregaten nimmt die Kurve eine flachere Form
an und verschiebt sich nach rechts. Eine Quantifizierung der FACS Messungen ergab
eine signifikante Aggregatbildung in MIA PaCA-2 Zellen nach 48 h PD-Behandlung
(Abb. 56E). Diese Daten lassen vermuten, dass die Akkumulation von

Proteinaggregaten in PD-behandelten Zellen mit der Anreicherung von HSP70

zusammenhangt.
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Abbildung 56: Mikroskopische Detektion von Ubiquitin, Vimentin sowie der zytotoxischen Proteinaggregate
in MIA PaCA-2 Zellen. (A) MIA-PACA-2-Zellen waren entweder unbehandelt (con) oder wurden 24 h mit 3 uM PD
behandelt, fixiert und mit anti-Vimentin- oder anti-Ubiquitin-Antikbrpern inkubiert. Zur Detektion wurden an Alexa
Fluor-488 (grtin, Vimentin) und Cy3 (rot, Ubiquitin) gekoppelte Antikdrper verwendet. Zur Darstellung der Zellkerne
wurde TO-PROS3 eingesetzt. Gezeigt werden reprdsentative Bilder; n = 3. Die Analyse der Vimentinintensitét pro
Zelle und der Ubiquitin-Foci pro Zelle wurde mit der Software Imaged durchgefiihrt. Die Mal3stabsleiste betréagt 10
um. (B) Quantifizierung von Ubiquitin Fociin PD-behandelten MIA-PACA-2-Zellen. Die Daten wurden durch Zahlen
von 100 Zellen in jedem von den 3 unabhéngigen Durchlédufen erhoben. (C) Quantifizierung der Vimentinintensitét
in PD-behandelten MIA-PaCA-2-Zellen. Die Daten wurden durch Messung von 100 Zellen in jedem von 3
unabhéngigen Durchlédufen erhoben. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben, statistische Analysen mit Hilfe
einer Varianzanalyse (one-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (****p < 0,0001). (D) MIA-PACA-2-Zellen wurden
ausgesét und fiir 48 h mit 3 uM PD inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet und mit dem Aggresom -
Detektionskit analysiert (con = unbehandelte Zellen). Die Daten wurden durchflusszytometrisch erfasst; n = 3. (E)
Quantifizierung der Daten aus (A). Die Daten wurden mit Hilfe einer Varianzanalyse (one-way ANOVA) statistisch
ausgewertet (*p < 0,05).
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5.8.8. Die Ausschaltung von PR130 steigert die Apoptose und begunstigt die
Bildung der zytotoxischen Proteinaggregate in PDAC Zellen

Um sicher zu stellen, dass die bisher beschrieben Effekte tatsachlich auf die funktionell
relevante Rolle von PR130 basieren, wurde eine knockdown von PR130 durchgeflhrt
(Kapitel 4.1.6.). Das PPP2R3A Gen, welches fur PR130 kodiert, wurde mit einer
siRNA in MIA PaCA-2 Zellen ausgeschaltet. Die Zellen wurden anschlieltend mit PD
behandelt. Eine Zelltodbestimmung zeigte, eine signifikante Induktion der Apoptose in
Zellen, die mit der Kontroll-siRNA behandelt wurden. Dieses Ergebnis war vergleichbar
mit den Ergebnissen aus Abb. 38B. Zellen, in denen PPP2R3A ausgeschaltet wurde,
zeigten ebenfalls eine klare Induktion der Apoptose bei einer PD-Behandlung. Die
Apoptoserate in PR130-knockdown Zellen war signifikant hoher als in Zellen mit
PR130 (Abb. 57A). Um den knockdown zu verifizieren, wurde ein Immunoblot unter

den gleichen Testbedingungen durchgefuhrt.
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Abbildung 57: Ein Knockdown von PR130 erh6ht den zytotoxischen Effekt von PD in der humanen PDAC
Zelllinie MIA PaCA-2. (A) MIA PaCA-2-Zellen wurden zweimal innerhalb von 48 h mit 30 pM der angegebenen
SiRNA transfiziert (sicon = Kontroll-siRNA; siPR130, siRNA gegen PR130). Nach zwei Tagen wurden die Zellen
zusétzlich mit 3 uM PD fiir weitere 48 h inkubiert. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie und
Annexin-V/PI-Férbung analysiert; n = 3. Die Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben; statistische Analysen mit
Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001).
(B) Die siRNA-Transfektion wurde wie unter (A) beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir weitere 24 h mit
3 uM PD behandelt und ein Immunoblot wurde zum Nachweis von PR130 und HSP70 durchgefiihrt. HSP90 diente
als Ladekontrolle; n = 4. (C) Quantifizierung der HSP70-Expression und Normalisierung auf die Ladekontrolle von
4 unabhéngigen Immunoblots aus (B); n = 4. Eine durchgefiihrte Varianzanalyse (one-way ANOVA) ergab keine
statistischen Verédnderungen zwischen den unterschiedlichen Bedingungen.

Die Detektion von PR130 zeigte erneut den PD bedingten Abbau von PR130. Die PD-
Behandlung allein reichte jedoch nicht aus, um PR130 vollstandig zu eliminieren.
Durch die Transfektion der MIA PaCA-2 Zellen mit einer siRNA gegen PPP2R3A
konnte die Expression von PR130 vollstandig unterdruckt werden. Die Detektion von
HSP70, in PR130-knockdown Zellen und in Zellen mit PR130, zeigte in dieser Western
Blot Analyse ein unklares Verhalten. Daher wurde die HSP70 Induktion ausgemessen

und quantifiziert.
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Die Quantifizierung zeigte, dass Zellen mit und ohne PR130 gleichermalien HSP70
induzieren, wobei die Induktion von HSP70 in Zellen ohne PR130 tendenziell geringer
war (Abb. 57B, C).

Die Transfektion von siPPP2R3A wurde ebenfalls in den murinen PDAC Zelllinien
durchgefuhrt. Daflr wurden die mesenchymale Zellinie S411 und die epitheliale
Zelllinie S821 verwendet. Fir die Transfektion wurde eine murine siRNA gegen
Ppp2r3a verwendet. S411 Zellen wurden aufgrund ihrer hohen Sensitivitat gegenuber
PD nur mit 2 yM behandelt (s. Abb. 31A). S821 Zellen wurden standardmafig mit
3 uM PD behandelt. Durch die Behandlung mit PD nahm die Apoptose in S411 Zellen
zu. Dabei war die Apoptoserate in Zellen ohne PR130 signifikant héher als in Zellen
mit PR130. Dieses Ergebnis war vergleichbar mit den Ergebnissen aus den
MIA PaCA-2 Zellen. In S821 Zellen fuhrte der knockdown von PR130 zu keiner
Sensibilisierung gegenuber PD. Der knockdown wurde auf einem Immunoblot
verifiziert. PR130 negative S821 Zellen zeigten zusatzlich eine schwachere Induktion
von HSP70 nach einer PD-Behandlung (Anhang 5A — C).

Die Daten aus den MIA PaCA-2 und aus den murinen PDAC Zellen deuten auf eine
anti-apoptotische Wirkung von PR130 in diesen Zellen hin. Darlber hinaus scheint ein

knockdown von PR130 nicht zu einer Anhaufung von HSP70 zu fuhren.

Im nachsten Schritt wird untersucht, ob eine Abwesenheit von PR130 in Zellen die
Bildung von zytotoxischen Aggregaten beglnstigt. Um diese Hypothese
nachzuweisen, wurden MIA PaCA-2 Zellen erneut mit einer siRNA gegen PPP2R3A
transfiziert und anschliel3end mit PD behandelt. Eine durchflusszytometrische Analyse
der Aggresombildung zeigte, dass PR130-knockdown Zellen bei einer PD-Behandlung
tatsachlich mehr Aggregate bildeten als PR130-profizienten (Abb. 58A). Eine
Quantifizierung der Daten aus Abb. 58A zeigte, dass der beobachtete Unterschied
statistisch relevant war. Eine PD-Behandlung zeigte in der murinen epithelialen
Zellinie S821, weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von PR130, eine
Aggregatbildung (Abb. 58B, C).
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Abbildung 58: Ein Knockdown von PR130 erhéht die Bildung von zytotoxischen Proteinaggregaten nach
einer Behandlung mit PD. (A) siRNA-Transfektionen wurden wie in (57A) beschrieben durchgefiihrt; sicon:
Kontroll-siRNA; siPR130: siRNAs gegen PR130. Nach der Transfektion wurden MIA-PaCA-2-Zellen mit 3 uM PD
behandelt und nach 24 h und 48 h geerntet. Die Daten wurden mit dem Aggresom-Detektionskit analysiert und
mittels Durchflusszytometrie gemessen; n = 3. (B) Quantifizierung der Daten aus (A). Die Daten wurden mittels
Varianzanalyse (one-way ANOVA) statistisch ausgewertet (* p < 0,05). (C) Die murine epitheliale PDAC Zelllinie
S821 wurde wie in (XA) beschrieben mit siRNA gegen PR130 transfiziert. Die Aggregatbildung wurde mit dem
Aggresom-Detektionskit mittels FACS Analyse ausgewertet. Eine durchgefiihrte Varianzanalyse (one-way ANOVA)
ergab keine statistischen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Bedingungen.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine PP2A-Inhibierung, basierend auf der
Reduktion von PR130, die Zellen in die Apoptose treibt, was wiederum eine Bildung

der zytotoxischen Aggregate zur Folge hat.

5.9. Die Kombination aus PD und einem WEE1-Inhibitor erwies sich als ein guter
therapeutischer Angriffspunkt in PDAC und Leukamiezellen

5.9.1. Zellzyklusanalyse und Zelltodbestimmung in mit PD und MK-1775
behandelten MIA PaCA-2 Zellen

In einer Studie aus dem Jahre 2011 konnte bereits gezeigt werden, dass der selektive
WEE1 Inhibitor MK-1775, sowohl in der Einzelbehandlung als auch in Kombination mit
Gemcitabin, gute Erfolge zur Bekampfung von PDAC zeigte [272]. Die Proteinkinase
WEE1 Ubernimmt eine zentrale Rolle in der Regulierung des Zellzyklus, in dem sie den
Ubergang von der G2-Phase in die Mitose reguliert [449]. WEE1 wird hierbei (iber eine
negative Ruckkopplung von CDK1 reguliert. Somit hat sich die WEE1-Kinase als ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel in der Krebsforschung etabliert [266].

Wie aus den Zellzyklusanalysen der MIA PaCA-2 Zellen mit PD hervor ging, zeigten
diese Zellen nach 48 h eine Akkumulation in der G2/M-Phase (s. Abb. 41B). Um
diesen Effekt zu verstarken, wurde der PP2A-Inhibitor PD mit dem WEE1-Kinase-
Inhibitor MK-1775 kombiniert.
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Dabei wurden MIA PaCA-2 Zellen mit 1 yM PD und 500 nM MK-1775 far 24 h und
48 h behandelt. Eine Zellzyklusanalyse zeigte, dass PD sowohl nach 24 h als auch
nach 48 h eine Reduktion der G1-Phase verursachte. Nach 48 h kam es zusatzlich zu
einer Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase bei 1 uM PD. Die beschriebenen
Beobachtungen erreichten in beiden Fallen eine statistische Relevanz. Nach 24 h
zeigte MK-1775 in der Einzelbehandlung eine Reduktion der G1-Phase, nach 48 h
arretierten die Zellen zusatzlich in der S- und der G2/M-Phase. Auch hier waren die

Beobachtungen signifikant.
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Abbildung 59: Die Kombination PD + MK-1775 fiihrt zur Apoptose assoziierten DNA-Fragmentierung in
MIA PaCA-2 Zellen. (A) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 1 uM PD und 500 nM MK-1775 fiir 24 h behandelt. Eine
Detektion von PI positiven Zellen am Durchflusszytometer wurde durchgefiihrt; n = 3. (B) Der Versuchsansatz von
(A) wurde fiir 48 h wiederholt. Pl positive Zellen wurden durchflusszytometrisch detektiert; n = 3. (C) MIA PaCA-2
Zellen wurden fir 48 h mit 1 uM PD und 500 nM MK-1775 behandelt. Die Detektion von Annexin-V/Pl positiven
Zellen am Durchflusszytometer erfolgte unmittelbar nach der Ernte; n = 3. Die Signifikanzen zwischen den Balken
beziehen sich auf die Friihapoptose. Alle Daten aus (A), (B), und (C) sind angegeben als Mittelwerte + SD;
statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (*p < 0,05, **p < 0,01,
*** p < 0,001, ****0,0001). (D) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD und 500 nM MK-1775 behandelt und fiir
weitere 24 h kultiviert. Ein Immunoblot wurde durchgefiihrt, um die Isoformen des Apoptosemarkers Caspase-3 zu
detektieren; n = 3.

In der Kombinationstherapie PD + MK-1775 blieb die G1-Phase nach 24 h und nach
48 h immer noch signifikant reduziert. Nach 24 h wurde die SubG1-Fraktion weder von

PD noch von MK-1775 in der Einzelbehandlung induziert.
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Eine Kombination aus beiden Inhibitoren fuhrte jedoch nach 24 h zu einer statistisch
relevanten Zunahme der SubG1-Fraktion. Nach 48 h konnte eine signifikante
Zunahme der SubG1-Fraktion, sowohl in den Einzelbehandlungen als auch in der
Kombinationsbehandlung wahrgenommen werden (Abb. 59A, B).

Diese Zellzyklusanalyse wurde auch in MIA PaCA-2 Zellen mit 2 uM PD durchgeflhrt
(Anhang 6B). Die dabei gefundenen Effekte waren ahnlich zu den Effekten aus
Abb. 59. Es ist erwahnenswert, dass die SubG1-Fraktion mit 2 uM PD fur den 48 h in
der PD-Einzelbehandlung und in Kombination mit MK-1775 eine starkere Induktion
zeigte (Anhang 6B).

Erganzend zu der Zellzyklus Analyse wurde auch die Apoptose, Uber die Detektion
von Annexin-V positiven Zellen, bestimmt. Daflir wurden MIA PaCA-2 Zellen erneut
mit 1 yM PD und 500 nM MK-1775 fur 48 h behandelt. Sowohl PD als auch MK-1775
induzierten signifikant die Apoptose in den behandelten Zellen. Die Effekte aus den
Einzelbehandlungen konnten durch eine Kombination beider Inhibitoren verstarkt
werden. Alle genannten Effekten erlangten nach 48 h eine statistische Relevanz
(Abb. 59C). Eine Zelltod Analyse wurde ebenfalls mit einer héheren Dosis von 3 uM
PD nach 24 h durchgefuhrt. Dabei konnten keine nennenswerten Effekte gezeigt
werden (Anhang 6A). Die PD-bedingten Effekte aus Abb. 59C konnten aulRerdem
durch eine Erhéhung der Dosis auf 2 uM (statt 1 uM PD) verstarkt werden. Nach 72 h
zeigte die Behandlung mit 500 nM MK-1775 keine signifikante Induktion der Apoptose.
Eine Kombination aus PD + MK-1775 steigerte auRerdem nicht mehr die Effekte von
PD in der Einzelbehandlung (Anhang 6C, D).

In einer Western Blot Analyse konnte, zusatzlich zu der durchflusszytometrischen
Analyse der Apoptose, der Apoptosemarker Caspase-3 detektiert werden. PD und
MK-1775 zeigten in der Einzelbehandlung eine Induktion der Caspase-3, in der
Kombination wurden zusatzlich noch die Isoformen dieses Proteins detektiert
(Abb. 59D).
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5.9.2. Die Inhibitoren PD und MK-1775 losen in MIA PaCA-2 Zellen eine

mitotische Katastrophe aus

Anschliefend wurden die Proteine der DNA-Schadensantwort und der Checkpoint-
Signalwege bei einer PD und MK-1775 Behandlung analysiert. Daflr wurden
MIA PaCA-2 Zellen mit 3 yM PD und 500 nM MK-1775 fuar 24 h behandelt.

Ein Immunoblot zeigte eine Induktion von p-KAP1 in der PD Einzelbehandlung und in
Kombination mit MK-1775. Die Behandlung mit MK-1775 flhrte ebenfalls zu einer
Induktion von p-KAP1 im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Effekt war jedoch schwacher
als der von PD. PR130 und CHK1 zeigten wie erwartet eine Reduktion bei der
Behandlung mit PD (Abb. 60A).

Die Abnahme von CHK1 und PR130 in PD-behandelten Zellen wurden nicht durch die
Kombination PD + MK-1775 abgeschwacht. DarUber hinaus kam es bei jeder
Bedingung zu einer Induktion von p-CHK1 (S345) und y-H2AX, wobei letztere in der
Kombinationsbehandlung am starksten war (Abb. 60A). Dieses Ergebnis verifizierte
die Beobachtungen aus der SubG1-Bestimmung (s. Abb. 59A).

Im nachsten Schritt wurde zunachst Uberprift, ob MK-1775 zuverlassig die WEE1-
Aktivitat in MIA PaCA-2 Zellen inhibiert. Dafur wurden die Zellzyklusregulatoren
p-CDK1, WEE1 und Cyclin B detektiert. Ist WEE1 aktiv, so liegt CDK1 phosphoryliert
und somit inaktiv vor. Die Detektion von p-CDK1 zeigte, dass in der Kontrolle und in
der PD Einzelbehandlung dies der Fall war. Hier erfolgte noch ein kontrollierter Eintritt
in die Mitose. Durch die Zugabe von MK-1775 war kein p-CDK1, sowohl in der
Einzelbehandlung als auch in Kombination mit PD, mehr detektierbar. Passend dazu
zeigten WEE1 und Cyclin B eine Abnahme in der MK-1775 Einzelbehandlung und in
der Kombination MK-1775 + PD. Dieses Resultat spricht fur eine erfolgreiche
Inhibierung von WEE1 in der Kombination PD + MK-1775 und steht ebenfalls im
Einklang mit den Ergebnissen aus Abb. 59A, B, da der Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase unter diesen Bedingungen erfolgreich umgangen werden konnte. Die Detektion
von PLK1 zeigte eine kontinuierliche Abnahme in PD und MK-1775 behandelten
Proben (Einzel- und Kombinationsbehandlung). Eine Reduktion von PLK1 konnte auf
eine Zunahme der p-PLK1 Form andeuten, welches mit den Effekten von MK-1775
einhergeht (Abb. 60B).
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Abbildung 60: Die Kombination aus PD und MK-1775 fiihrt zur mitotischen Katastrophe in MIA PaCA-2 Zellen.
(A) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD und 500 nM MK-1775 behandelt und fiir 24 h inkubiert. Immunoblots
wurden durchgefiihrt, um die Proteine der DNA-Schadensantwort detektieren. Vinculin wurde zur Kontrolle der
gleichméBigen Ladung detektiert; n = 2. (B) MIA PaCA-2 Zellen wurden wie in (A) beschrieben behandelt und
analysiert. Es wurden p-CDK1, WEE1, CyclinB und PLK1 detektiert. HSP90 diente als Ladekontrolle; n = 2. (C)
MIA-PACA-2-Zellen waren entweder unbehandelt (con) oder wurden 24 h mit 3 uM PD und 500 nM MK-1775
behandelt, fixiert und mit anti-a-Tubulin- oder anti-PLK1-Antikérpern inkubiert. Zur Detektion wurden an Alexa
Fluor-488 (grtin, PLK1) und Cy3 (rot, a-Tubulin) gekoppelte Antikbrper verwendet. Zur Visualisierung der Zellkerne
wurde TO-PRO3 verwendet. Gezeigt werden représentative Bilder; n = 3. Die Analyse der PLK1 Foci pro Zelle
wurde mit der Software ImagedJ durchgefiihrt. Die Mal3stabsleiste betrdagt 10 um. (D) Quantifizierung von PLK1 Foci
in PD und MK-1775 behandelten MIA-PACA-2-Zellen. Die Daten wurden durch Zahlen von 100 Zellen in jedem von
den drei unabhéngigen Durchlédufen erhoben. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben, statistische Analysen
mit Hilfe einer Varianzanalyse (one-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (**** p < 0,0001).

Um die Beobachtungen im Immunoblot zu verifizieren und die Effekte von MK-1775 zu
verdeutlichen, wurden a-Tubulin und PLK1 mikroskopisch detektiert. Das Protein
a-Tubulin ist ebenfalls wichtig in der Mitose, da dieses bei der Ausbildung von
Mikrotubulis beteiligt ist [253].
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Die mikroskopische Detektion von a-Tubulin zeigte im Vergleich zu den Kontrollzellen,
dass in PD und MK-1775 behandelten Zellen der Spindelapparat eine gekrimmte und
abnormale Form angenommen hat. Dieses Phanomen trat dabei in MK-1775
behandelten Zellen haufiger auf als in PD-behandelten Zellen. AuRerdem war auffallig,
dass a-Tubulin in der Kombination PD + MK-1775 sich um den Zellkern legte. Unter
Beachtung der Intensitat konnte gleichzeitig eine Zunahme von a-Tubulin in PD +
MK-1775 behandelten Zellen beobachtet werden. Zu dem zeigte die Auszahlung und
Quantifizierung der PLK1 Focis eine signifikante Abnahme von PLK1 unter allen
Versuchsbedingungen (Abb. 60C, D).

5.9.3. Die zytotoxischen Effekte von PD und MK-1775 sind auf murine PDAC

Zelllinien Ubertragbar

Die Effekte von MK-1775 wurden ebenfalls in murinen PDAC Zellsystemen untersucht.
Da der epitheliale PDAC Subtyp eine geringe Sensitivitat gegentber PD zeigt und
somit ein therapeutisches Problem darstellen kann (s. Kap. 5.4.2.), wurde untersucht,
ob der epitheliale PDAC Subtyp sensitiv gegenuber einer Kombination von PD und
MK-1775 ist.

Fir die Analysen wurden S821 Zellen mit 5 yuM PD und 500 nM MK-1775 behandelt.
Eine Zelltodbestimmung wurde nach 24 h, 48 h und 72 h durchgefuhrt. Nach 24 h
wurden weder in der Einzel- noch in der Kombinationsbehandlung nennenswerten
Effekte beobachtet. Nach 48 h hatte PD in der Einzelbehandlung keine Wirkung. Im
Gegensatz dazu induzierte MK-1775 signifikant zu 21.9 % Apoptose in S821 Zellen.
Nach 72 h betrug die Gesamtapoptose mit 5 yM PD 19.4 %, wahrend die Apoptoserate
in mit MK-1775 behandelten Zellen mit 21.1 % vergleichbar zu der Apoptoserate nach
48 h war. Die Kombination von PD + MK-1775 flhrte nach 48 h zu einer Zunahme der
Apoptoserate auf 30.2 %, wahrend nach 72 h diese auf 53.8 % stieg. Nach 72 h war
der Unterschied zwischen den Einzelbehandlungen und der Kombination hoch
signifikant in der frihen Apoptose (Abb. 61A-C).

Da nach 24 h keine Effekte in der Zelltodbestimmung nachzuweisen war, wurde eine
Zellzyklusanalyse nach 48 h und 72 h durchgeflihrt. Analog zu MIA PaCA-2 Zellen
(s. Abb. 59) war die G1-Phase, sowohl in den Einzelbehandlungen (PD/MK-1775) als
auch in der Kombination PD + MK-1775, signifikant reduziert. MK-1775 flhrte in der

Einzelbehandlung zusatzlich zu einem G2/M-Arrest in S821 Zellen.
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5. Ergebnisse

Die SubG1-Fraktion nahm, im Gegensatz zu den Einzelbehandlungen, nach 48 h in
der Kombinationsbehandlung signifikant zu (Abb. 61D). Nach 72 h blieb die Reduktion
der G1-Phase bei jeder Behandlung erhalten. Die Einzelbehandlungen bewirkten
nach 72 h keine Induktion der SubG1-Fraktion, wahrend die Kombination PD +
MK-1775 diese signifikant induzierte (Abb. 61E).
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Abbildung 61: Zytotoxische Effekte einer PD + MK-1775 Kombinationsbehandlung treten bei der epithelialen
murinen PDAC Zelllinie nach 72 h ein. (A) Die PD resistente Zelllinie S821 wurde mit 5 uM PD und 500 nM MK-
1775 behandelt. Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und mit Annexin-V und Pl geférbt. Der Zelltod
wurde durchflusszytometrisch erfasst; n = 3. (B) Die Zelllinie S821 wurde wie in (A) beschrieben fiir 48 h behandelt
und analysiert. Der Zelltod wurde ebenfalls mittels FACS Analyse bestimmt; n = 3. (C) Der Versuchsansatz aus (A)
wurde flir den Zeitwert 72 h wiederholt. Der Zelltod wurde mittels FACS Analyse, durch Detektion von Annexin/Pl
positiven Zellen, bestimmt; n = 3. (D) Die Zelllinie S821 wurde mit 5 uM PD und 500 nM MK-1775 behandelt und
flir weitere 48 h kultiviert. Eine Detektion von Pl positiven Zellen am Durchflusszytometer wurde durchgefiihrt;
n = 3. (E) Die Zellen wurden wie in (D) beschrieben fiir 72 h behandelt und analysiert; n = 3. Alle Daten (A) - (E)
sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA)
wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****0,0001). (F) S821 Zellen wurden mit der angegeben
Dosis an PD und MK-1775 fiir 24 h behandelt. Ein Immunoblot wurde durchgefiibrt, um p-KAP1, CHK1 und p-CDK1
zu detektieren. HSP90 diente zur Kontrolle einer gleichméRigen Ladung; n = 2.

Die Detektion von p-CDK1 auf einem Immunoblot zeigte, dass MK-1775 auch in den
murinen S821 Zellen potent und selektiv war. Es wurde eine Abnahme von p-CDK1
und CHK1 in MK-1775 behandelten Zellen (Einzel- und Kombinationsbehandlung)
beobachtet. AuRerdem konnte eine Zunahme von p-KAP1 in der MK-1775
Einzelbehandlung und in der Kombination PD + MK-1775 nachgewiesen werden. Die
PD-Einzelbehandlung zeigte, wie erwartet, keine Zunahme des p-KAP1 Spiegels
(Abb. 61F).

142



5. Ergebnisse

5.9.4. Die Kombination von PD und MK-1775 ist fur leukdmische Zellen toxisch

Es konnte nachgewiesen werden, dass WEE1 in Mammakarzinomen,
Leukamiezellen, Melanomen und Glioblastomen hoch exprimiert werden [450]. In
Leukamiepatientlnnen ist der Expressionsspiegel von WEE1 mit einer schlechten

Prognose assoziiert.
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Abbildung 62: Datenbankanalysen zeigen einen Zusammenhang zwischen der WEE1-Expression und dem
Fortschreiten der Erkrankung bei AML. (A) Die GEPIA2-Datenbank zeigt eine Korrelation zwischen der WEE1-
Expression und dem Gesamtiiberleben bzw. dem krankheitsfreien Uberleben der Patientinnen (Cutoff 25 % niedrig
und 75 % hoch; GEPIA2 enthélt die Informationen der TCGA- und GTEx-Datenbank). Dargestellt sind die

Gesamttiberlebensraten von AML-Patientinnen in Abhéngigkeit von der CHK1-Expression in GEPIA 2 (cancer-
pku.cn).

Diese Daten weisen auf WEE1 als tumorrelevante Zielstruktur hin. Um dies zu testen,
wurden Leukamiezellen mit MK-1775 in Kombination mit PD behandelt. Fur diese
Analysen wurden MV4-11 und RS4-11 Zellen mit 500 nM PD und 500 nM
MK-1775 behandelt. Es wurde eine Dosis von 500 nM PD ausgewahlt, da 1 uM PD
eine zu hohe Apoptoserate in MV4-11 Zellen nach 24 h verursachte
(s. Abb. 44A). Geringere Dosen als 500 nM PD oder 500 nM MK-1775 bewirkten nach
24 h keine relevanten Effekte in den getesteten Zelllinien (Anhang 7). Die Hemmung
von p-CDK1 belegt eine erfolgreiche Inhibierung von WEE1 in den Leukamiezellen
(Anhang 8). Die Einzelbehandlung der MV4-11 Zellen mit PD fuhrte in der
durchflusszytometrischen Zelltodbestimmung und der Zellzyklusanalyse nach 24 h zu

keinen nennenswerten Effekten.
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5. Ergebnisse

Im Gegensatz dazu flhrte nach 24 h eine Behandlung mit MK-1775 zu einer
signifikanten Induktion der frGhen und spaten Apoptose/Nekrose (47.1 %
Gesamtapoptose), welche ebenfalls mit einer signifikanten Induktion der SubG1-
Fraktion (35.0 %) und einer Abnahme der G1-Phase einhergingen. Die Kombination
PD + MK-1775 loste ebenfalls eine Zunahme der Apoptoserate auf 75.8 % aus, wobei
die Gesamtapoptose signifikant hoher war als die jeweiligen Einzelbehandlungen. In
der Zellzyklusanalyse konnten diese Beobachtungen nur bedingt widergespiegelt
werden da nur der Vergleich zwischen der PD Einzelbehandlung und der

Kombinationsbehandlung signifikante Unterschiede hervorbrachte (Abb. 63A, B).

A B
MV4-11 MV4-11
100 o —
il 100 { = T T =
= - 2% =
& S o
= 2 @ = ] -
S 901 T 532 G2/M
© 7 o 50
™ Il Avoptose 2% s
= - ol G1
0 — Spate Apoptose/ Nekrose e 0 = SubGi
PD - + - + PD + - +
MK - - + + MK - - + +
C D
RS4-11 RS4-11
100 - . -
= 1
L) 100 4 =— ‘-_‘- i i
- T 23 |2
o T o i i . 4N
S 501 532 G2/M
] T o z 5 904
™~ 20 S
i | i Il Apoptose =
- "o G1
0l - Spate Apoptose/ Nekrose 88 0. =3 ﬁ ﬁ = SubGi
PD - + - + PD + +
MK - - + + MK - - + +

Abbildung 63: Die Kombination aus PD und MK-1775 fiihrt nach 24 h zur Apoptose-assoziierte DNA-
Fragmentierung in leukdmische Zellen. (A) Eine Zelltodbestimmung und (B) eine Zellzyklusanalyse wurden in
MV4-11 Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden diese Zellen fiir 24 h mit 500 nM PD und 500 nM MK-1775 behandelt.
Die Daten entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen; jeweils n = 3. (C) Eine Messung der Apoptose und
(D) eine Zellzyklusanalyse wurden in RS4-11 Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fiir 24 h mit 500 nM PD
und 500 nM MK-1775 behandelt. Die Daten entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen; jeweils n = 3.
Alle Daten (A) - (D) sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-
way ANOVA) wurden durchgefiibrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001). Die Signifikanz zwischen den
Balken in (A) steht fiir Friihapoptose/Spétapoptose und in (C) fiir die Friilhapoptose. Die Signifikanzen zwischen
den Balken in (B) und (D) beziehen sich auf die SubG 1-Fraktion.
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Auch fur RS4-11 Zellen wurde eine Zellzyklusanalyse und eine Zelltodbestimmung
nach der Behandlung mit PD und MK-1775 durchgefuhrt, wobei PD bzw. MK-1775 in
beiden Einzelbehandlungen signifikant die Apoptose induzierte (Gesamtapoptose fir
PD: 35.1 %, fur MK-1775: 39.2 %).

Die Apoptoserate konnte durch eine Kombination dieser beiden Inhibitoren zusatzlich
auf 58.7 % gesteigert werden, wobei der signifikante Unterschied in der frihen
Apoptose lag. Die Zellzyklusanalyse zeigte Uberraschenderweise eine hoch
signifikante Zunahme der G1-Phase bei der Behandlung mit PD (Abb. 63C, D). Dieses
Ergebnis steht im Kontrast zu den Ergebnissen aus den murinen und humanen PDAC
Zelllinien, da in diesen Zellen immer eine Reduktion der G1-Phase beobachtet wurde
(s. Abb. 59, Abb. 61). In RS4-11 Zellen fihrten die MK-1775 Einzelbehandlung und
die Kombination PD + MK-1775 zu einer signifikanten Akkumulation der Zellen in der
SubG1-Phase, welche mit einer Abnahme der G1-Phase einherging. Der Vergleich
zwischen der PD-Einzelbehandlung und der Kombination PD + MK-1775 zeigte einen
signifikanten Unterschied in RS4-11 Zellen (Abb. 63C, D).
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5. Ergebnisse

5.9.5. Die Kombination von PD und MK-1775 lésen keine zytotoxischen Effekte
in PBMCs aus
Auch in den PBMCs wurden die Effekte von MK-1775 in der Einzelbehandlung und in

Kombination mit PD getestet. Auch hier wurde aufgrund einer Primarkultur nur der
24 h Wert analysiert. Alle Zellen wurden mit 1 yM PD und 500 nM MK-1775 behandelt.
Die Ernte und die Farbung erfolgten analog, wie in Kapitel 4.2.4., beschrieben. Eine
durchflusszytometrische Bestimmung des Zelltods zeigte, dass weder MK-1775 noch
die Kombination MK-1775 + PD zu einer Induktion der Apoptose in PBMCs fuhrten
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Abbildung 64: Sowohl der PP2A-Inhibitor als auch der WEE1-Kinase-Inhibitor zeigten keine zytotoxischen
Effekte in den Immunzellen nach 24 h. Die (A) Neutrophile, (B) PMN, (C) DC, (D) T-Zellen, (E) Monozyten, (F)
B-Zellen und (G) die NK Zellen wurden 24 h mit 1 uM PD + 500 nM MK-1775 behandelt. Die Messung der Apoptose
wurde durchflusszytometrisch durchgefiihrt; jeweils n = 4. Alle Daten (A) - (G) sind angegeben als Mittelwerte +
SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) ergaben keine statistische Relevanz.
Diese Daten wurden ausschlie8lich von Frau Yanira Zeyn im Rahmen einer Korporation mit der AG Grabbe/Bros
von der Universitdtsmedizin in Mainz durchgefiihrt. Flir eine erhbhte Aussagekraft dieses Projekts, wurden diese

in die Dissertation inkludiert.
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6. Diskussion

6.1. Molekulare Effekte von HU, MS-275, IT und COH29 im murinen
PDAC Zellsystem

6.1.1. Hemmung von Klasse | HDACs fuhrt in murinen PDAC Zellen nicht zum
Zelltod

Die Behandlungen mit den RNR-, HDAC- und TOP-1-Inhibitoren Iosten
unterschiedliche Reaktionen in murinen PDAC Zelllinien aus. Die Behandlung der
Zellen mit den RNR-Inhibitoren HU und COH29 flihrten zu einer Aktivierung der DDR,
die zu einer apoptotisch bedingten DNA-Fragmentierung fuhrte (Kapitel 5.1., 5.3.). Im
Gegensatz dazu, zeigte der HDACi MS-275 und der TOP-1-Inhibitor IT auch nach
48 h keine DNA-Fragmentierung oder eine Induktion der Apoptose (Kapitel 5.1., 5.2.).
DarlUber hinaus zeigt diese Arbeit, dass ATM eine pro-apoptotische Rolle in murinen
PDAC Zellen hat. Eine Inhibierung dieses Proteins schwacht HU-abhangige
DNA-schadigende Effekte ab und reduziert die durch HU induzierte Apoptose
(s. Abb. 23, 24).

Die beobachtete Wirkung von MS-275 in PDAC Zellen ist verwunderlich, da der HDACi
in Kolorektalkarzinomen [86, 451], Osteosarkomen, Rhabamyosarkomen [133] und
Melanomzellen [134] zu einem G1-Arrest fihrt, wodurch das Zellwachstum gehemmt
und Apoptose induziert wird.

Eine Zellzyklusanalyse der vier murinen PDAC Zelllinien zeigte mit 1 yM und 5 uM
MS-275 weder nach 24 h noch nach 48 h einen G1-Arrest. Im Gegensatz dazu wurde
sogar eine Verringerung der G1-Phase nach beiden Zeitwerten beobachtet
(s. Abb. 18, 19). Nach 48 h konnte zudem eine signifikante Zunahme der polyploiden
Fraktion in 8248 und S821 Zellen beobachtet werden, welche auf eine maogliche
Seneszenz deutet (s. Abb. 19). Seneszente Zellen kénnen sich nicht mehr teilen,
wodurch sie nicht mehr auf Chemotherapeutika ansprechen und zu einer
Therapieresistenz betragen [452, 453]. Ein Merkmal der Seneszenz ist die Zunahme
der polyploiden Zellfraktionen [452]. Ob die getesteten PDAC Zellen tatsachlich durch
eine MS-275 Behandlung in die Seneszenz eintreten, bedarf weiterer Analysen. So
mussten zusatzlich eine X-Gal Farbung [454] oder eine C12-FDG [455] Messung nach
langeren Zeitwerten (z.B. 96 h, 120 h oder 144 h) durchgefuhrt werden, um diese

Vermutung zu bestatigen.
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Obwohl MS-275 in vielen Krebszellen Apoptose induziert [112, 113, 133-136], konnte
dieser HDACi im murinen PDAC Zellsystem nicht die erwarteten Ergebnisse erzielen
(s. Abb. 18, 19). Die Wirkung von MS-275 in PDAC Zellen wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Einerseits wurden in den PDAC Zelllinien BxPC-3 und PANC-1
nachweislich das Zellwachstum mit 1 yM MS-275 reduziert. Dieser Effekt war jedoch
erst nach 96 h signifikant [456, 457]. Andererseits wurde in einer Studie publiziert, dass
nach 72 h in MS-275-behandelten (1 uM) BxPC-3 Zellen weder Annexin-V positive
Zellen noch die apoptotischen Isoformen der Caspase-3 (nach 48 h) detektiert werden
konnten [458]. Die Zellzyklus-abhangigen Effekte von MS-275 konnten jedoch immer

nachgewiesen werden [456, 457].

6.1.2. Die inhibitorische Wirkung auf die RNR von COH29 ist starkerals von HU

Die Behandlung mit HU flhrte erst nach 48 h zu einer signifikanten Induktion der
SubG1-Fraktion in den getesteten Zelllinien (s. Abb. 19). Eine Inhibierung des RNRs
in PDAC Zellen scheint in dieser Hinsicht wirksamer zu sein als eine Hemmung der
HDAC-AKktivitat. Jedoch zeigte keines der Zellinien einen Arrest in der S-Phase
(s. Abb. 19), was verwunderlich war, da ein Angriff auf die RNR die DNA-Synthese in
dieser Phase beeintrachtigen sollte [195]. Im Vergleich dazu zeigte COH29 bereits
nach 24 h einen signifikanten Anstieg der SubG1-Fraktion, welche mit einer
signifikanten Reduktion der G1-Phase und einen Arrest in der S-Phase einhergingen
(s. Abb. 27). Nach 48 h konnten diese Effekte jedoch nicht gesteigert werden, was
wiederum gegen diesen Inhibitor spricht, da die Effekte weder zeit- noch
dosisabhangig verstarkt werden konnen.

Eine Reduktion der G2/M-Phase konnte nach 48 h in HU-behandelten, jedoch nicht in
COH29-behandelten Zellen beobachtet werden (s. Abb. 19, 27). Trotz der Tatsache,
dass sowohl HU als auch COH29 RNR-Inhibitoren sind, deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass die beobachtete DNA-Fragmentierung auf verschiedene Mechanismen
zurtckzufuhren ist. HU-behandelte Zellen scheinen alle Zellzyklus-Kontrollpunkte zu
Uberwinden, wodurch die beschadigten Zellen in die Mitose getrieben werden, was
zum Untergang der Zellen fuhrt. Diese Beobachtungen deuten auf eine mitotische
Katastrophe hin und wurde ebenfalls in HCT116 Zellen in der Kombination zwischen
HU + MS-275 beobachtet [86].
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Im Gegensatz dazu, fuhrte die COH29 Behandlung wie erwartet einen Arrest in der
S-Phase, wodurch RS angetrieben wird. Das Endergebnis blieb jedoch gleich, da
beider RNR-Inhibitoren todlich fir die behandelten PDAC Zellen waren (s. Kap. 5.1.,
5.3.). Interessanterweise scheint eine unvollstdndige Inhibierung der
Zellzyklusprogression durch HU wirksamer zu sein als eine starkere Inhibierung des
RNRs durch COH29, da ein erfolgreicher S-Phasen Block geringere Zelltodraten
hervorbrachte. Die DNA-Fragmentierung und die Aktivierung der DDR durch HU und
COH29 konnten durch eine Induktion von y-H2AX, und zusatzlich durch eine
Aktivierung von p53 sowie p21 in einer Western Blot Analyse verifiziert werden
(s. Abb. 21, 27).

6.1.3. Die Behandlung mit HU, MS-275 und COH29 flhren in PDAC Zellen zu

einem Verlust von CHK1

Im Vergleich dazu fuhrten MS-275 behandelte Zellen zu keiner Induktion von y-H2AX
oder p53 (s. Abb. 21). Es konnte allerdings Gemeinsamkeiten zwischen den
unterschiedlichen Zytostatika gefunden werden. Alle vier Zelllinien zeigten bei Zugabe
von COH29, MS-275 oder HU eine Akkumulation von p21 und eine Reduktion der
Checkpoint-Kinase CHK1 (s. Abb. 21, 27). Die Reduktion von CHK1 kann durch eine
p53-abhangige Unterdrickung der CHK1-mRNA-Expression [459] erklart werden und
deutet auf eine Zunahme von p-CHK1 hin. Es ist bekannt, dass eine Phosphorylierung
von CHK1 durch ATR ausgeldst wird, welches selbst durch Replikationsstress aktiviert
wird [86, 460]. Die vermeintliche Phosphorylierung von CHK1 konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden, da eine Detektion von p-CHK1 an Ser317, Ser345 oder Ser296
in murinen PDAC Zellen mit den kommerziell erhaltlichen Antikérpern nicht moglich
war.

Allerdings koénnte die Reduktion des CHK1-Spiegels in HU-behandelten Zellen
erklaren, weshalb die Zellen mit HU nicht wie erwartet in der S-Phase arretierten. Es
wurde gezeigt, dass CHK1 das Fortschreiten der Zellen im Zellzyklus bei RS stoppt
[461]. Da der CHK1-Spiegel in den PDAC Zelllinien jedoch durch eine Behandlung mit
HU deutlich reduziert wird, kann ein Zellzyklusarrest nicht mehr gewahrleistet werden
und die Zellen durchlaufen weiter den Zellzyklus. Somit kommt es zu den bereits

beschriebenen todlichen Effekten.
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Dieses Phanomen konnte bereits in Zellen beobachtet, in denen die Funktion von ATR
und CHK1 eingeschrankt waren. In diesem Fall kam es zu einer Ubermalig starken
Aktivierung von ATM, die in einer Apoptose endeten [86, 462, 463]. Dieses Ergebnis
ist somit direkt vergleichbar mit den HU-behandelten PDAC Zellen.

6.1.4. ATM ist essenziell fur eine erfolgreiche Induktion der Apoptose im

murinen PDAC Zellsystem

Die Kombination aus HU + MS-275 zeigte nur in S411 synergistischen Effekte in der
Zelltodanalyse nach 48 h (s. Abb. 20). In der Zellzyklusanalyse schwachte die Zugabe
von 1 uM MS-275 die HU-bedingten zytotoxischen Effekte zusatzlich ab
(s. Abb. 19). Diese Effekte spiegeln sich ebenfalls in der Expression von p-KAP1 wider
(s. Abb. 22), welches das direkte Zielgen von ATM ist [441]. Statt p-ATM wurde
p-KAP1 detektiert, da die Detektion von phosphoryliertem ATM in murinen Zellen nicht
moglich war.

Sowohl ATM als auch ATR werden nehmen der Literatur eine zytoprotektive Rolle an.
Die ATR-CHK1 Signalkaskade wird bei einer Behandlung mit HU in Melanom-,
Kolorektal-, Lungen-, und Schilddrisenkarzinomzellen aktiviert, welche essenziell fur
das Uberleben dieser Zellen ist [86, 460, 462, 464-466]. Die Aktivierung von ATM wird
in der Literatur mit einem anti-apoptotischen Signal assoziiert, da dieses Protein die
Uberlebenswege PI3K/AKT [467] und MAPK/ERK [468] reguliert.

Im getesteten PDAC Zellsystem ubernimmt ATM jedoch nicht wie erwartet die
zytoprotektive Rolle an, sondern scheint eher aktiv an der Induktion der
HU-bedingten Apoptose teilzunehmen. Die Expression von ATM und seine
phosphorylierte Form p-ATM Ser1981 werden durch PP2A/PR130 kontrolliert,
wahrend HDAC1 und HDAC2 die Expression von PR130 negativ regulieren [86].
Demnach fordert MS-275 die PR130 Expression durch eine Inhibierung von HDAC1-
HDACS3. In der Western Blot Analyse zeigten zwar einige PDAC Zelllinien lediglich eine
schwache Induktion von PR130 mit der MS-275 Behandlung, dennoch konnte auch
bei diesen Zellen, die HU-induzierte Expression von p-KAP1 durch Zugabe von
Entinostat reduziert werden (s. Abb. 22). Dies lasst vermuten, dass moglicherweise
eine Acetylierung von PR130 die Gesamtheit an ATM und p-ATM in diesen PDAC

Zellen bestimmt.
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In HCT116 Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass Entinostat nicht nur die
Expression von PR130 beeinflusst, sondern auch dessen Acetylierungsstatus [86]. In
dem getesteten PDAC Zellsystem wurde eine Acetylierung von PR130 jedoch nicht
untersucht, wodurch hier keine klare Aussage getroffen werden kann.

Die pro-apoptotische Rolle von ATM in den murinen PDAC Zellen wurde Uberpruft,
indem HU behandelte Zellen mit dem ATM Inhibitor KU-60019 behandelt wurden. Es
ist bekannt, dass KU-60019 auch DNA-PKcs und ATR inhibieren kann. In
Glioblastomzellen wurde die ATM spezifische Wirkung von KU-60019 nachgewiesen
[442]. In der Tat zeigten sowohl Zellzyklusanalysen als auch eine Bestimmung der
Apoptoserate, dass KU-60019 die Effekte von HU abschwachten (s. Abb. 23). In einer
Western Blot Analyse wurde die Phosphorylierung von H2AX mit KU-60019 in HU-
behandelten Zellen abgeschwacht. Auch die Isoformen des Apoptosemarkers
Caspase-3 waren in der Kombination HU + KU-60019 reduziert (s. Abb. 24).

All diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass die getesteten murinen PDAC
Zelllinien sich den zytotoxischen Effekten von HU, in Abwesenheit von ATM, entziehen
kénnen. Physiologisch aktives ATM ist somit essenziell fur eine effektive Induktion der
Apoptose in HU-behandelten Zellen. Somit korreliert eine Inhibierung dieses Proteins
direkt mit schlechteren Uberlebenschancen der PDAC Patientinnen [469].

6.1.5. Die Behandlung mit HU fuhrt zu einer Akkumulation von RRM2 in
PDAC Zellen

Die Expression von RRM2 wurde durch HU nicht verringert, obwohl HU dieses Protein
direkt inhibiert. In den PDAC Zellen wurde ein gleichbleibender oder ansteigender
Spiegel an RRM2 beobachtet (s. Abb. 21). Diese Beobachtungen lassen sich erklaren,
denn im Gegensatz zu RRM1 variiert der Spiegel an RRM2 abhangig von der
Zellzyklusphase. RRM1 hingegen wird konstitutiv exprimiert, wahrend RRM2 in der
G1-Phase langsam akkumuliert, in der S-Phase maximal exprimiert und zum Eintritt in
die Mitose wieder abgebaut wird [470, 471]. Folglich sollte ein HU-bedingter DNA-
Schaden zu einer Akkumulation von RRM2 in den behandelten Zellen fuhren.

Die beobachtete Akkumulation von RRM2 wurde durch 5 yM MS-275 in der
Einzelbehandlung reduziert. Nur in S411 Zellen wurde eine Reduktion von RRM2 im
Vergleich zur Kontrolle ebenfalls mit 1 yM MS-275 beobachtet (s. Abb. 21).
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Es konnte sein, dass durch die Inhibierung von HDAC1-3 eine Methylierung des
Histons H3 induziert wird, welches akkumuliert und die Transkription von RRM2
unterdrickt. Dieses Ereignis wurde bereits an Mocetinostat (HDAC1-Inhibitor) [472]
und Sorafenib [473] gezeigt. Sorafenib ist in erster Linie kein HDACI, seine
inhibierende Wirkung auf die HDACs wurde jedoch bestatigt [474].

6.1.6. RAD51 wird durch MS-275 reguliert

Das HR-Protein RAD51 wurde mit 5§ yM MS-275 in der Einzel- und in der
Doppelbehandlung mit HU reduziert (s. Abb. 21). Diese Beobachtungen entsprechen
den Erwartungen, da eine Verbindung zwischen einem HDACi und RAD51 bereits
nachgewiesen wurde [475, 476]. In AML-Zellen wurde diese Beziehung bereits
ausgenutzt, um die Zellen gegenuber Sapaticabin zu sensitivieren [476]. Die Abnahme
von RAD51 in HU-behandelten Zellen passt ebenfalls zu der Akkumulation von
p-KAP1 und y-H2AX, da beide Proteine stressinduzierte DNA-Strangbriche markieren
(s. Abb. 21, 22). Das y-H2AX zeigte in der HU + MS-275 Kombination keinen
Unterschied im Vergleich zur HU-Einzelbehandlung (s. Abb. 21). Passend aus den
Ergebnissen der Zellzyklusanalysen, zeigte die HU/MS-275-Kombination keine
synergistischen Effekte im PDAC Zellsystem. Das war verwunderlich, da MS-275 die
HU-bedingten Effekte in HCT116 Zellen verstarkte [86]. Des Weiteren wurde in der
Kombination HU + KU-60019 eine Reduktion von y-H2AX in allen vier PDAC Zelllinien
nachgewiesen (s. Abb. 24). Dieser Vergleich deutet erneut daraufhin, dass die
Abnahme von RAD51 in dem murinen PDAC Zellsystem nicht auf eine Inaktivierung

von ATM selbst, sondern auf die Inhibierung der HDACs zuruckzufuhren ist.

6.1.7. Die Rolle von IT in PDAC

Die Behandlung mit IT zeigte keine nennenswerten Effekte in den murinen PDAC
Zellen, da sowohl eine Zelltodanalyse als auch eine Zellzyklusanalyse keine Zunahme
der Apoptoserate zeigte (s. Abb. 25, 26). Auffallig war, dass die Behandlung mit IT in
der Zellzyklusanalyse Uberaschenderweise, keinen S-Phasen Arrest [206] zeigte (s.
Abb. 25). Auch in der Western Blot Analyse wurde keine Aktivierung von p-KAP1, p53,

y-H2AX oder Caspase-3 durch IT detektiert.
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Eine Aktivierung der Checkpoint-Signalkaskade, Uber eine Abnahme der CHK1-
Expression, konnte in IT-behandelten Zellen ebenfalls nicht gezeigt werden. Im
Gegensatz zu HU, scheint IT somit keine Auswirkungen auf die murinen PDAC
Zelllinien zu haben (s. Abb. 26). Theoretisch sollte die Wirkung von IT sich in der
S-Phase entfalten. Bei der Replikation bildet IT mit der TOP-I und der DNA einen
ternaren Komplex, wodurch die Topoisomerase nicht mehr freigesetzt und die DNA
nicht mehr ligiert werden kann. Es kommt zu einer Kollision des Komplexes mit den
fortschreitenden Replikationsgabeln, was zu DSBs fluhrt. Diese aktivieren die DNA-
Schadensantwort, welche in der Regel in einer Apoptose enden [477].

Da IT-behandelte PDAC Zellen weder eine Apoptose noch einen Zellzyklus-Arrest
herbeifuhrten, liegt die Vermutung nahe, dass IT nicht effizient in der Einzelbehandlung
gegen PDAC Zellen sind. In der Tat werden PDAC Patientinnen mit IT behandelt,
jedoch nur in Kombination mit Fol, 5-FU und Ox (FOLFIRINOX). Dieses
Behandlungsschema zeigt zwar eine hohere Effektivitat als die Behandlung mit

Gemcitabin, geht jedoch ebenfalls mit einer erhéhten Toxizitat einher.

COH29, HU, MS-275 und IT zeigten unterschiedliche pharmakologische Effekte in den
murinen PDAC Zellen. Wahrend die Effekte von MS-275 und IT in den getesteten
Zelllinien wiunschenswert blieben, zeigte der RNR-Inhibitor HU nicht die aus der
Literatur bekannten Effekte. Auch COH29 konnte seine Wirkung nicht vollends
entfalten. Somit wurde erneut gezeigt, dass eine Behandlung von PDAC mit den
Standardtherapien weiterhin schwierig bleibt. Es ist daher von besonderem Interesse
weitere Signalwege dieser Krebszellen aufzudecken, damit effiziente Angriffspunkte

und neue Behandlungsstrategien gefunden werden konnen.
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6.2. Die Hemmung von PP2A hat unterschiedliche Auswirkungen in murine und

humane PDAC Zelllinien, sowie in Leukdmie und in normal proliferierenden Zellen

6.2.1. Die Phanotypen der murinen PDAC Zelllinien und ihre unterschiedlichen

Reaktionen auf PD

Proteinphosphorylierungen sind neben Methylierungen und Acetylierungen der
einfachste Weg, um Proteinfunktionen zu modifizieren, wobei dieser Vorgang
reversibel ist. Eine wichtige Phosphatase ist das Protein PP2A, welches ungefahr
1 % der zelluldren Protein Gesamtmenge ausmacht. PP2A ist eine Ser/Thr-
Phosphatase, die durch ihre regulatorische Untereinheit PP2A-B gesteuert wird [83].
Das in dieser Arbeit untersuchte PR130 ist eines dieser regulatorischen Untereinheit.
Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigten, dass die murinen PDAC Zelllinien in einen
mesenchymalen und einen epithelialen Phanotyp klassifiziert werden kénnen. Der
mesenchymale Subtyp zeigt eine konstitutiv hohe Expression an PPP2R3A/PR130,
wobei andere B-Untereinheiten weniger bis gar nicht davon betroffen sind
(s. Abb. 28). Der hohe PR130 Spiegel im mesenchymalen Subtyp spiegelt das
Krankheitsbild in Patientinnen mit PDAC wider, da eine hohe PR130 Expression mit
schlechten Uberlebenschancen korreliert [101]. Die Expression von PP2A-A und
PP2A-C sind in den unterschiedlichen Phanotypen vergleichbar. Durch den
Epithelzellmarker E-Cadherin konnte der Ursprung der Zellen verifiziert werden [46].
Zellen, in denen E-Cadherin nachweisbar war, gehdren dem epithelialen Subtyp an
(s. Abb. 29). Demnach gehéren alle Zelllinien, die kein E-Cadherin exprimieren zum
mesenchymalen Subtyp. Es wurde mehrmals vergeblich versucht, die mesenchymale
Markerproteine Vimentin, N-Cadherin oder B-Catenin in den murinen PDAC Zellen zu
detektieren.

Werden die unterschiedlichen Zelllinien mit PD behandelt, so zeigt der mesenchymale
Subtyp eine bemerkenswerte Anfalligkeit gegenuber diesem PP2Ai, wahrend der
epitheliale Subtyp auch nach 48 h ein resistentes Verhalten in Anwesenheit von PD
zeigt (s. Abb. 30 — 32). Demnach scheinen Zellen, die viel PR130 exprimieren,
besonders auf dieses Protein angewiesen zu sein. Die hohen Zelltodraten spiegeln
sich Uberraschenderweise nicht in der Zellzyklusanalyse wider. Wahrend eine PD-
Behandlung nach 24 h bereits bis zu 100 % Annexin-V/PI positive Zellen zahlte, stieg
die SubG1-Fraktion auch nach 48 h nicht Uber 30 % (s. Abb. 31, 34A, B).
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Dieses Ergebnis impliziert, dass PD Apoptose induziert, ohne dabei die DNA zu
fragmentieren. Eine Western Blot Analyse zeigte, dass in diesen Zellen sowohl p53
als auch p-KAP1 durch PD schon nach sehr friihen Zeitwerten aktiviert werden
(s. Abb. 36). Dieses Phanomen wurde bereits in BRAF mutierten Melanomzellen
beobachtet und wird von Autoren dieser Publikation als ,gezielte Chemotherapie®
bezeichnet. Hier flhrt eine Inhibierung von PP2A zu einer Aktivierung der DNA-
Schadensantwort, welche Apoptose induziert, jedoch ohne dabei die DNA physisch zu
,brechen®[216]. Durch die Aktivierung von p53 und p-KAP1 konnte die Aktivierung der
DNA-Schadensantwort auch in murinen PDAC Zelllinien bestatigt werden. Das
Ausbleiben der DNA-Fragmentierung wurde in dieser Dissertation Uber die niedrige
SubG1-Fraktion verifiziert. Allerdings hatte ein Komet-Assay als eine weitere
Nachweismethode dienen kénnen, da diese Methodik Einzel- und Doppelstrangbriche
nachweist und diese Hypothese zusatzlich stlitzen kdnnte.

Die pharmakologischen Auswirkungen von PD beschrankten sich jedoch nicht nur auf
den mesenchymalen Subtyp, denn auch Zellen des epithelialen Subtyps zeigten eine
Induktion von p-KAP1 und p53. Die Proteine der Uberlebenssignalwege p-ERK und
p-AKT wurden ebenfalls in beiden Subtypen gleichermalien induziert (s. Abb. 36).
Diese Ergebnisse lassen durchblicken, dass PD zu einer Hyperaktivierung der
PIBK/AKT und MAPK Signalwege fuhrt, wodurch die Zellen, ungeachtet von ihrem
Zustand, zur Zellteilung angetrieben und so in eine Apoptose gebracht werden. Diese
neuartige Therapiemethode ist vor allem gegen arzneimittelresistente Krebszellen
gerichtet, da ein Austritt aus dem Zellzyklus verhindert wird und ein Entkommen vor
der Apoptose ausgeschlossen werden soll [216].

In Bauchspeicheldrusenkrebszellen oder auch in anderen Krebsarten ist der wichtige
Tumorsuppressor p53 mutiert oder geht nach Fortschreiten der Krebserkrankung
verloren [478]. Dieser Fakt konnte auch in den murinen PDAC Zelllinien nachgewiesen
werden, denn p53 und sein direktes Zielprotein p21 zeigten in diesem Zellsystem kein
klares Expressionsmuster. Bei einer PP2A-Inhibierung wurde p53 in beiden Subtypen
gleichermalden aktiviert. Diese Fakten deuten darauf hin, dass die apoptotischen
Effekte von PD vermutlich p53-unabhangig ablaufen. Diese Hypothese konnte durch
die Analyse der p53-negativen Zelllinie W22 bestatigt werden. In Anwesenheit von PD
wurden KAP1 und H2AX phosphoryliert, welche mit einer stetigen Zunahme der

Apoptose einhergingen (s. Abb. 37).
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Somit kann PD auch in p53-Null Zellen, oder in Zellen mit mutiertem p53, seine volle
Wirkung entfalten. Der PD-bedingte Verlust der Zellviabilitdt ging in W22 Zellen mit
einer Abnahme von PR130 einher. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nah, dass ein
hoher PR130 Spiegel fiir das Uberleben dieser Zellen essenziell sein kénnte. Diese
Erkenntnis steht ebenfalls im Einklang mit den Resultaten aus dem mesenchymalen
Subtyp der getesteten PDAC Zelllinien (s. Abb. 29A-B, 31).

6.2.2. Murine PDAC Subtypen und humane PDAC Zelllinien im Vergleich

Um zu Uberpriufen, ob die erlauterten PD Effekte auch auf humane PDAC Zellen
Ubertragbar sind, wurden verschiedene PDAC Zelllinien mit diesem PP2Ai behandelt.
In allen Zelllinien wurde durch diese chemische Verbindung reproduzierbar Apoptose
induziert, welche ebenfalls mit einer Phosphorylierung von ATM, H2AX, KAP1 und
CHK1 an Ser345 einherging (s. Abb. 38, 39, 43). Die Induktion von y-H2AX im
Immunoblot durch PD wurde durch die Detektion von y-H2AX Focis verifiziert
(s. Abb. 41). Auch die Expression von p-ERK und p-AKT wurde in den humanen
Zelllinien induziert (s. Abb. 43). Allerdings konnte der epidermale und mesenchymale
Phanotyp aus den murinen PDAC Zelllinien nicht auf humane Zelllinien uUbertragen
werden. Die Ergebnisse aus Kapitel 5.5. zeigten, dass humane epitheliale PDAC
Zelllinien gleichermalen auf PD reagieren wie mesenchymale PDAC Zelllinien. Somit
konnen die murinen PDAC Zelllinien nur als ein gutes Modell betrachtet werden, die
durch ihre markanten Unterschiede in den unterschiedlichen Subtypen bei der
Klassifizierung und der Einordnung der PD-Effekte hilfreich waren.

Wie erwartet, zeigten auch humane PDAC Zelllinien nur einen geringen
Zusammenhang zwischen der Apoptose und der DNA-Fragmentierung (s. Abb. 38,
39, 41, 42). Die Induktion der DNA-Schadensantwort ohne DNA-Strangbriiche kann
somit auch auf humane PDAC Zelllinien Ubertragen werden. Allerdings zeigen diese
Zellen eine deutlich hohere SubG1-Fraktion als die murinen mesenchymalen PDAC

Zellen.
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6.2.3. PP2A-abhangige Effekte in MIA PaCA-2 und RPE-1 Zellen

Im direkten Vergleich zeigten MIA PaCA-2 und RPE-1 Zellen ein unterschiedliches
Verhalten bezlglich einer PP2A-Inhibierung. Im Gegensatz zu der PDAC Zelllinie
MIA PaCA-2 wurde in RPE-1 Zellen auch mit der héchsten Dosis an PD (5 uM) nicht
die Apoptose induziert, obwohl eine Phosphorylierung von ATM, KAP1, H2AX und
RPA in diesen Zellen nachgewiesen werden konnte.

In den Kontrollproben war die Expression von RAD51 in MIA PaCA-2 Zellen
vergleichbar mit der in RPE-1 Zellen (s. Abb. 46). Diese Erkenntnis war verwunderlich,
da RAD51 in Krebszellen und vor allem in PDAC Zellen Uberexprimiert wird [479, 480].
Allerdings fuihrte die PD-Behandlung der RPE-1 Zellen zu einer Abnahme von RAD51,
wohingegen der Spiegel an RAD51 in MIA PaCA-2 Zellen konstant blieb. Die Abnahme
von RAD51 kdénnte darauf hindeuten, dass PD eine HR in RPE-1 Zellen zunachst
induzierte, welche aber zu dem Zeitpunkt der Analyse bereits abgeschlossen war. Eine
post-translationale Ubiquitinylierung von RAD51 an Lys58/64 fuhrt zu einem Abbau
dieses Proteins [481]. Ob PD zu einer Ubiquitinylierung von RAD51 in RPE-1 Zellen
fuhrt, wodurch der Abbau dieses Proteins Uber das Proteasom induziert wird, bedarf
weiterer Analysen. Diese Hypothese wirde die geringen Zelltodrate und die Detektion
von p-RPA im Immunoblot erklaren. Eine Western Blot Analyse zu einem friheren
Zeitpunkt hatte moglicherweise eine Induktion von RAD51 in RPE-1 Zellen gezeigt.
Der Fakt, dass in MIA PaCA-2 Zellen keine Induktion von p-RPA nachgewiesen
werden konnte, bestatigt erneut die postulierte Wirkung von PD, da dieser PP2AI
Apoptose induziert, ohne dabei Strangbriiche zu generieren [216]. Die gleichbleibende
Expression von RAD51 in MIA PaCA-2 kdnnte daher darauf hindeuten, dass keine HR

aktiviert wurde und deshalb dieses Protein gleichbleibend exprimiert wird.

6.2.4. Die PD-bedingte Apoptose in PDAC Zellen kann durch Z-VAD-FMK und

Navitoclax moduliert werden

Die anti-apoptotischen Proteine BCL-X. oder MCL-1 sind in PDAC Zellen hdher
exprimiert als in gesunden Zellen, wodurch Apoptose unterdrickt wird. Somit stellt ein
gezielter Angriff auf diese Proteine einen moglichen therapeutischen Ansatz fir die
Bekampfung von PDAC [482, 483]. Durch die Kombination PD +
Z-VAD-FMK/Navitoclax konnte die Apoptoserate direkt beeinflusst werden.
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Durch die Caspase-Inhibierung wurde die PD-bedingte Apoptoserate verringert,
wohingegen eine Inhibierung der anti-apoptotischen Proteine zu einer Zunahme der
Apoptoserate in MIA PaCA-2 Zellen fuhrte (s. Abb. 40). Allerdings konnte
Z-VAD-FMK die Apoptose in diesen Zellen nicht komplett unterdricken. Auch
Navitoclax konnte in Kombination mit PD keine 100 %-tige Apoptoserate in
MIA PaCA-2 bewirken. Im Gegensatz dazu konnten epitheliale murine PDAC Zelllinien
durch Navitoclax gegenuber PD sensitiviert werden. Eine Kombination dieser beiden
Inhibitoren (PD + Navitoclax) maximierten die apoptotischen Effekte in S821 und 8296
Zellen. Der Unterschied zwischen den Einzelbehandlungen und der
Kombinationsbehandlung war im epithelialen murinen Subtyp deutlicher als in
MIA PaCA-2 Zellen (s. Anhang 2, s. Abb. 40).

Es wurde erwartet, dass die Kombination von PD mit Navitoclax die Apoptoserate in
PDAC Zelllinien steigern wirde, da dieser BCL-2 Inhibitor bereits erfolgreich gegen
CLL [293], ALL [294], AML [295], aber auch gegen Melanome [296] und PDAC
eingesetzt werden [297]. Es wurde z.B. ein CDKS5-Inhibitor in MIA PaCA-2 Zellen
eingesetzt, um MCL-1 zu inhibieren. In Kombination mit Navitoclax wurden in diesen
Zellen die Apoptose maximiert [297]. Dadurch ist ersichtlich, dass die Wirkung von
Navitoclax auch in Kombination mit anderen Wirkstoffen synergistische Effekten
bewirken.

Durch die Zunahme von LC3B [309-311] und die Abnahme von p62 [312, 313] in PD-
behandelten MIA PaCA-2 Zellen konnte eine Induktion der Autophagie durch PD
gezeigt werden (s. Anhang 3). Der Prozess der Autophagie konnte die Zellen jedoch

nicht vor einer Apoptose schutzen.

6.2.5. Die Rolle von PP2A in Leukamiezellen

Die zytotoxischen Effekte einer PP2A-Inhibierung konnte ebenfalls in Leukamiezellen
gezeigt werden, wobei die Zellinien MV4-11, RS4-11 und RAMOS besonders
empfindlich gegenuber PD reagierten (s. Abb. 44). Eine Langzeit-Analyse (72 h) zeigte
zusatzlich, dass geringe Dosen an PD ausreichend waren, um in diesen Zellen hohe
Apoptoseraten zu induzieren (s. Abb. 45). Diese Ergebnisse suggerieren, dass PP2A
nicht nur in soliden Tumoren eine entscheidende Rolle Ubernimmt. Dass PD allgemein
toxisch fir jede Zellart sein kdnnte, wurde durch die Behandlung der RPE-1 und der
PBMCs ausgeschlossen (s. Abb. 46, 47).
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In Leukamiezellen wurde PP2A als therapeutischer Angriffspunkt bereits in der
Literatur beschrieben [484]. Allerdings wurde in den getesteten Zellen Apoptose durch
eine Aktivierung von PP2A ausgeldst. Die toxischen Effekte einer PP2A-Aktivierung
wurde ebenfalls in Kolorektalkarzinomen beobachtet [485].

PD erzielte jedoch sowohl in murinen als auch in humanen PDAC Zelllinien eine
Induktion der Apoptose durch eine Inhibierung von PP2A. Die Ergebnisse erscheinen
somit zunachst widerspruchlich. Es wurde gezeigt, dass sowohl in
Kolorektalkarzinomzellen als auch in AML-Zellen PP2A inaktiviert ist, da in diesen
Zellen eine Uberexprimierung der PP2A-Inhibitoren CIP2A oder SET vorliegt. In
FLT3-ITD mutierten Zelllinien sind die strukturelle Untereinheit PP2A-A und einige
spezifische regulatorische Untereinheit PP2A-B davon betroffen [486]. Durch eine
Reaktivierung von PP2A  werden Uberlebenswege inhibiert und die

Caspase-abhangige Apoptose gleichzeitig aktiviert [484, 485].

Die Rolle von PP2A ist somit von der Krebsart abhangig; die Wichtigkeit dieses
Proteins ist damit ebenfalls unumstritten. Werden die Ergebnisse dieser Dissertation
und die Forschungen aus der Literatur betrachtet, so bestimmt PP2A die Krebsaktivitat
und eine Dysregulation dieses Proteins ist haufig die Ursache fur eine
Krebsentstehung. Somit ist es nicht verwunderlich, dass sowohl eine Aktivierung als
auch eine Inhibierung von PP2A in Krebszellen einen Zelltod induzieren kann
[216, 484, 485].

6.3. Das Zusammenspiel von PR130, HSP70 und der Bildung von Proteinaggregate
in PDAC Zellen

6.3.1. PR130 wird bei einer Behandlung mit PD Uber das Proteasom abgebaut

Weitere Analysen zeigten, dass die toxische Wirkung von PD in murinen
mesenchymalen und in humanen PDAC Zellen auf eine Abnahme von PR130
zuruckzufuhren ist (s. Abb. 48, 49). In den epithelialen murinen PDAC Zelllinien konnte
keine Abnahme von PR130 durch PD beobachtet werden.
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Erneut wird ersichtlich, dass die klare Gliederung der murinen PDAC Zellen in ein
epi/mes-System nicht auf humane Zelllinien GUbertragen werden kann, da auch in
epithelialen humanen PDAC Zelllinien (BxPC-3 und DAN-G) eine PD-Behandlung zu
einer Reduktion von PR130 fuhrte (s. Abb. 43, 49). Die Untereinheiten PP2A-A oder
PP2A-C wurden hierbei nicht von PD beeinflusst (s. Abb. 48B).

Dennoch blieb die Frage offen, wie PR130 abgebaut wird. Durch die Inhibierung der
Proteasomaktivitat und Autophagie wurden zwei mogliche Abbauwege von PR130
gehemmt. Im Gegensatz zum Lactacystin, konnte der Abbau von PR130 nicht durch
Chloroquin gehemmt werden. Somit konnte bestatigt werden, dass der PD bedingte
Abbau von PR130 Uber das Proteasom ablauft (s. Abb. 50, 51).

Dadurch, dass die Autophagie in erster Linie ein zytoprotektiver Mechanismus ist
[302], wurde erwartet, dass eine Hemmung der Autophagie die Apoptoserate erhoht.
In den PD-behandelten MIA PaCA-2 Zellen konnte keine signifikante Zunahme der
Apoptose durch Chloroquin nachgewiesen werden. Jedoch konnte eine zunehmende
Tendenz beobachtet werden, die moglicherweise durch eine hohere Dosis an
Chloroquin signifikant werden wurde. Jedoch war die verwendete Dosis an Chloroquin
genug, um in S411 Zellen (murin, mes) die Apoptoserate von PD zu steigern
(s. Abb. 50).

Auch die durchflusszytometrischen Effekte der PD-behandelten MIA PaCA-2 Zellen
hatten durch eine hohere Dosis an Lactacystin verstarkt werden kdnnen, da der Abbau
von PR130 in der Kombinationsbehandlung (PD + Lactacystin) im Immunoblot
nachweislich gehemmt wurde (s. Abb. 51). Es bleibt jedoch unklar, ob PR130 auch
auf mRNA-Ebene durch die Behandlung mit PD abgebaut wird. Eine quantitative PCR

hatte hier klare Antworten geben kdnnen.

6.3.2. Die spezifische Induktion von HSP70 schutzt PD-behandelte
PDAC Zelllinien nicht vor dem Zelltod

Da das Proteasom sich als zentraler Bestandteil fir den PD-bedingten Abbau von
PR130 erwies, kam der Verdacht, dass HSPs ebenfalls ein zentraler Bestandteil des
PD-getriggerten Mechanismus in PDAC Zellen sein kdnnten. Eine Proteomanalyse
zeigte eine starke Induktion von HSPA1A in den murinen mesenchymalen Zelllinien,
welche ebenfalls durch eine Induktion von HSP70 in Western Blot Analysen verifiziert
werden konnten (s. Abb. 52, 53).
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In der humanen PDAC Zelllinie MIA PaCA-2 wurde ebenfalls eine Induktion von
HSP70 durch PD verzeichnet, welche jedoch nicht so stark ausfiel, wie die in den
murinen mesenchymalen Subtypen (s. Abb. 54A). In BxPC-3 und PSN-1 blieb eine
Induktion von HSP70 aus, jedoch zeigten diese Zelllinien im basalen Zustand bereits
eine hohere HSP70-Expression als alle anderen humanen PDAC Zelllinien.

Demnach kénnte es sein, dass in diesen Zellen keine Induktion von HSP70 notwendig
ist, da dieses kontinuierlich exprimiert wird (s. Anhang 4). Eine Induktion von HSP70
in Zellen mit erhdhter PR130 Expression, korreliert somit direkt mit der Apoptose in
diesen Zellen. Die PD-bedingte Induktion von HSP70 erfolgte hierbei bereits nach 6 h
Inkubationszeit (s. Abb. 53) in S411 Zellen, wahrend in derselben Zelllinie die
Apoptose erst nach 8 h signifikant induziert wurde (s. Abb. 33). Diese Erkenntnis lasst
vermuten, dass PD nach frihen Zeitwerten HSP70 induziert, wodurch der Abbau von
PR130 Uber das Proteasom eingeleitet und schlussendlich die Apoptose in den

betroffenen Zellen induziert wird.

Es war allerdings auffallig, dass PD zu einer spezifischen Induktion von HSP70 flhrte.
Dass andere HSPs nicht davon betroffen waren, wurde durch Proteom- und Western
Blot Analysen verifiziert (s. Abb. 52, 54). Dieses Ergebnis warf zunachst Fragen auf,
da die Aktivitdt der HSPs voneinander abhangen kénnen [328]. Zum Beispiel wurde
gezeigt, dass bei zellularem Stress oder bei Einleitung der Apoptose HSP27 induziert
wird [487]. Dies traf im PDAC Zellsystem nicht zu. In einer weiteren Studie konnte
gezeigt werden, dass Okadasaure eine Hyperphosphorylierung von HSP9O0 einleitet,
wodurch die Funktionen dieses Protein inaktiviert werden [488]. Daher lag die
Vermutung nahe, dass ein HSP90-abhangiger Mechanismus die Bildung von
Proteinaggregaten in den PD-behandelten PDAC Zellen, zusammen mit einer
Aktivierung des Hitzeschockfaktors-1 (HSF-1), zu Grunde liegen koénnte [489]. HSF-1
ist ein Transkriptionsfaktor, welches selektiv Gene aktiviert, die fur HSPs kodieren. Die
Bildung der Proteinaggregaten kdnnte sich demnach uber eine Hemmung von HSP90
erklaren, was allerdings der Proteom- und Western Blot Analyse widersprechen wurde.
Daher fallt diese Spekulation in diesem Kontext weg. Eine Anhaufung von HSP70 bei
Hemmung von PP2A musste demnach mechanistisch sich von anderen
proteotoxischen Stressoren (z. B. Proteasom Inhibitor, HSP90 Inhibitor) abgrenzen
[421, 490].
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Neueste Forschungsergebnisse mit dem PP2Ai LB100 konnten die selektive Induktion
von HSP70 in den PDAC Zellen erklaren. Hierbei konnte gezeigt werden, dass LB100
in SpleiRvorgange eingreift [491] und die Anhaufung von allen HSPs verhindert.

Das HSP70 ist nicht davon betroffen, da dieses Protein keine Introns besitzt und somit
nicht der hitzeschockbedingten Translationshemmung unterlegen ist [492]. Dartber
hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass mesenchymale PDAC Subpopulationen
sehr empfindlich gegenuber Inhibitoren der Proteinfaltung sind [493]. Da PD wie LB100
ebenfalls ein PP2Ai ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die erlauterten

Mechanismen ebenfalls in den PD-behandelten PDAC Zellen zutreffen.

6.3.3. Die Bildung der Proteinaggregate ist verantwortlich fir die hohe

Apoptoserate im PDAC Zellsystem

Die Hauptaufgabe von HSP70 ist die Faltung und der Zusammenbau von neu
synthetisierten Proteinen oder der Ruckfaltung von fehlgefalteten und aggregierten
Proteinen. Die Induktion dieses Proteins ist ein zytoprotektiver Mechanismus [335,
336, 338-341] und eine erhdhte Expression von HSP70 deutet somit auf eine gestoérte
Proteostase hin [327]. Es stellt sich nun die Frage, weshalb Zellen mit hohen HSP70
Spiegeln in Apoptose geleitet werden (s. Abb. 31, 38, 53, 54).

Eine mogliche Erklarung ist, dass die Funktionen von HSP70 in diesen Zellen
versagen, da dieses Protein Uberlastet oder fehlreguliert ist. Dadurch wirden
fehlgefaltete Proteine nicht mehr zurtckgefaltet werden konnen und die Entstehung
von Aggregaten konnte nicht mehr verhindert werden.

Wird diese Hypothese weiterverfolgt, so musste das Proteasom eine erhdhte Aktivitat
zeigen, da diese Instanz nun dafur zustandig ist, die fehlgefaltete Proteine und die
entstandenen Proteinaggregate abzubauen [327, 421]. Allerdings kann auch eine
intakte Autophagie die Proteinaggregate Uber das Lysosom abbauen [423].

Vimentin ist ein Marker fur fehlgefaltete Proteine und einer erhdéhten Proteasom
Aktivitat [447, 448]. In PD-behandelten Zellen kam es zu einer erhdhten Expression
von Vimentin, welche mit dem Auftreten von Isoformen einhergingen (s. Abb. 43B,
56C). Die Isoformen von Vimentin lassen sich erklaren, da bereits gezeigt konnte, dass
Vimentin  wahrend einer ablaufenden Apoptose ebenfalls ein Ziel der
Caspase -3, -6 und -7 ist [494].

162



6. Diskussion

Obwohl das Proteasom durch eine PP2A-Inhibierung in MIA PaCA-2 Zellen eine
hdhere Aktivitat zeigt, kann spekuliert werden, dass dieses System in dieser Situation
Uberlastet ist. Es kommt zur Anhaufung von Proteinaggregaten, wodurch Apoptose in
den mit PD behandelten Zellen induziert wird (s. Abb. 38, 56). In MIA PaCA-2 Zellen
wurde die PD bedingte Aggregatbildung durchflusszytometrisch und mikroskopisch,
durch die Detektion von Vimentin und Ubiquitin, nachgewiesen. Da Ubiquitin die
fehlgefalteten Proteine fur einen proteasomalen Abbau markiert, bestatigen die
zunehmenden Ubiquitin Focis die Bildung der zytotoxischen Aggregate (s. Abb. 56).
In der Literatur sind zytotoxische Proteinaggregate in neuronalen Zellen, aufgrund
einer Hemmung von PP2A, verantwortlich fir die Alzheimer Erkrankung [495]. Diese
sind im PDAC Zellsystem jedoch zum Vorteil, da die Ausbildung von
Proteinaggregaten die hochaggressiven Krebszellen in die Apoptose fihren. Mogliche
zukunftige klinische Studien mit PP2A-Inhibitoren sollten aufgrund dieses
Zusammenhangs eine sorgfaltige Uberwachung der neuronalen Funktionen einfiihren.
Laut den Ergebnissen aus Kapitel 5.8.7., ist au3er der Caspase-abhangigen Apoptose
die Bildung von Proteinaggregaten ebenfalls verantwortlich fir die hohen Zelltodraten
in dem getesteten PDAC Zellsystem. Die Ergebnisse deuten an, dass PD eine
Hyperphosphorylierung und damit die Fehlfaltung von Proteinen, die zur Aggregation
neigen, leitet.

Zusammengefasst l6sten die Behandlung von PD in den PDAC Zellen verschiedene
Signale aus. Einerseits flhrte dies dazu, dass PR130 in Zellen mit einer erhdhten
Expression durch das UPS abgebaut wird. Andererseits wurde HSP70 induziert,
welches mit hohen Zelltodraten und einer Anhaufung von Proteinaggregaten
korrelierte. In Zellen mit einer geringen PR130 Expression fuhrte eine PD-Behandlung
weder zu einem Abbau von PR130 noch zu einer Induktion von HSP70 und die damit
einhergehende Apoptose (s. Abb. 48, 53). Auch die Anhaufung der Proteinaggregate

blieben in diesen Zellen aus (Anhang 5B).
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6.3.4. Die toxischen Effekte einer PP2A-Inhibierung in PDAC Zellen kbnnen mit

einem HSP70i verstarkt werden

Nun stellt sich die Frage, ob PDAC Zellen gegenuber PD sensitiviert werden kénnen,
in dem zusatzlich die Induktion von HSP70 inhibiert wird. Es konnte gezeigt werden,
dass HSP70 in Krebszellen selektive Vorteile generieren, indem die extrinsische und
intrinsische Apoptose sowie die Nekrose durch dieses Protein unterdrickt werden
[338, 339]. Tatsachlich zeigten S411 und MIA PaCA-2 Zellen eine hohere
Apoptoserate bei einer Kombination zwischen einem PP2Ai und einem HSP70i. Die
PD-resistenten Zellen (8296) konnten dagegen nicht gegenuber PD sensitiviert
werden, was zu erwarten war, da PD in diesen Zellen nicht zu einer Induktion von
HSP70 flhrte (s. Abb. 55). Daher blieben die toxischen Effekte, sowohl bei einer
Hemmung der Funktionen von PP2A als auch von HSP70 aus, da diese Zellen
vermutlich fiir das Uberleben nicht auf diese Proteine und ihre zugehdrigen
Mechanismen angewiesen sind. Die selektiven Effekte des HSP70i
JG-98 wurden durch Pulldowns, Uberexpression und Punktmutationsergebnisse
bestatigt [338, 496, 497].

JG-98 zeigte in der Einzelbehandlung in allen getesteten PDAC Zellen keine
zytotoxischen Effekte (s. Abb. 55). Im Gegensatz dazu, induzierte JG-98 in neonatale
ventrikulare Herzmuskelzellen der Ratte in der Einzelbehandlung bereits signifikant die
Apoptose [498]. Dabei wurde nur eine Dosis von 10 nM JG-98 verwendet. Dass in den
PDAC Zellen selbst bei 500 nM JG-98 nicht diese todlichen Effekte erreicht werden
konnte, zeigt erneut die hoch komplexe Regulation der HSP70 Ablaufe in diesen
Krebszellen. Vermutlich ist die Regulation in diesen Zellen so weit mutiert, dass
geringe Konzentrationen an JG-98 nicht ausreichen, um in diesen Zellen die tddlichen
Effekte auszuldésen. Ob eine hohere Dosis an JG-98 ausgereicht hatte, um in den
PDAC Zellen in der Einzelbehandlung schon die Apoptose zu induzieren, ist unklar.
Das Einsetzen von héheren PD Konzentrationen in PDAC Zellen ware in diesem Fall
aufschlussreich gewesen. Durch die Ergebnisse aus Abb. 55 konnte festgehalten
werden, dass eine zusatzliche Hemmung von PP2A essenziell war, damit JG-98 in der
Lage war die PDAC Zellen in eine Apoptose zu treiben. Darlber hinaus konnte
ebenfalls in Medulloblastomzellen eine pharmakologische Hemmung von HSP70 das
Wachstum dieser Zellen blockieren [499], wodurch sich die Frage erubrigt, wie viele
weitere Tumorarten auf eine Kombinationstherapie mit einem PP2Ai und einem

HSP70i ansprechen wuirden.
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6.3.5. Ein genetischer knockdown von PR130 verstarkt die zytotoxischen
Effekte von PD im PDAC Zellsystem

Im nachsten Schritt wurde die Expression von PR130 in MIA PaCA-2 und S411 Zellen
durch eine RNAI vollends unterdrickt, wodurch die PD-Induktion der Apoptose in
diesen Zellen noch mehr verstarkt wurde (s. Abb. 57A, Anhang 5A). Die erhdhten
Apoptoseraten in MIA PaCA-2 Zellen gingen mit einer vermehrten Akkumulation von
Proteinaggregaten einher (s. Abb. 58A, B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
PR130-PP2A Komplexe der zytotoxischen Proteinfehlfaltung und -aggregation
entgegenwirken. Der Abbau von PR130 bis hin zum kompletten knockdown dieses
Proteins steuert der Zellviabilitdt somit entgegen, wodurch ein Angriff auf PR130 die
Vulnerabilitdt des aggressiven PDAC Subtyps unterstreicht. Obwohl epitheliale PDAC
Zellen biochemisch auf PD reagierten, hatte PD dennoch keine todlichen
Auswirkungen auf diese Zellen (s. Abb. 32, 36). Auch ein genetischer knockdown von
PR130 in murinen epithelialen Zellinien konnte weder die Apoptoserate noch die
Akkumulation der Proteinaggregate erhdéhen (s. Abb. 58C, Anhang 5B).
Interessanterweise fuhrte der PR130-knockdown in den PDAC Zelllinien nicht zu einer
erhohten Induktion von HSP70 (s. Abb. 57B-C, Anhang 5C). Diese Erkenntnis
impliziert, dass die Anwesenheit von PR130 essenziell fir eine HSP70 Induktion ist. In
Abwesenheit von PR130 kann HSP70 nicht mehr induziert werden, sodass die
Vorgange der Ruckfaltung von falsch gefalteten Proteinen und der Verhinderung der
Aggregatbildung komplett ausfallen, wodurch diese umso mehr akkumulieren und die
Zellen in Apoptose treiben. Auch im epithelialen Subtyp fiel die Induktion von HSP70
durch die Abwesenheit von PR130 aus (Anhang 5C). Das zeigt erneut, dass dieser
Subtyp biochemisch ebenfalls auf PD reagiert und die PD-abhangigen Signalwege
auslost, diese jedoch keine todlichen Effekte mit sich bringen. Es ist daran zu erinnern,
dass die murinen Zelllinien nur als Modell angesehen werden konnen. In den humanen
PDAC Zelllinien fuhrte der PD-bedingte Abbau von PR130 in allen Fallen, ungeachtet
vom epithelialen oder mesenchymalen Ursprung, zur Apoptose. Ob die Apoptoseraten
dieser Zelllinien mit der Akkumulation von Proteinaggregaten zusammenhangen,
bedarf weiterer Analysen. Dieser Zusammenhang konnte stellvertretend nur in den
MIA PaCA-2 Zellen analysiert (s. Abb. 56, 57). Dennoch gibt es Grund zu Annahme,
dass in allen getesteten humanen Zelllinien derselbe Mechanismus durch PD

ausgeldst wird.
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Diese Ergebnisse zeigen auch, dass Zellen mit hohen PR130 Spiegel besonders auf
dieses Protein angewiesen ist. Da eine erhOhte Expression von PR130 mit der
Aggressivitat von PDAC und schlechten Uberlebenschancen der Patientinnen
korreliert, zeigt der Angriff auf dieses Protein die Verwundbarkeit dieses Subtyps und
liefert somit einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz gegen die Bekampfung
dieser schwer behandelbaren Krebsart.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden auch MIA PaCA-2 PR130-knockout Zellen
untersucht, welche uber das CRISPR-CAS9 Verfahren generiert wurden (Anhang 9).
Abgesehen von dem Klon 9, ist es gelungen die Expression von PR130 komplett zu
unterdriicken, ohne die anderen PP2A-Untereinheiten zu beeinflussen. Allerdings
zeigten diese PR130 negativen Zellen ein adaptives Verhalten, sodass PD-bedingte
Effekte nach einigen Passagen nicht mehr reproduzierbar waren. Das zeigt, dass eine
transiente Transfektion fur die Charakterisierung von PR130-abhangigen Effekte

besser geeignet war.

6.4. Die Inhibierung von PP2A und der WEE1-Kinase resultiert in einer mitotischen

Katastrophe

Eine Hemmung von PP2A zeigte in der bisherigen Analyse bereits vielversprechende
Effekte in der Induktion von Apoptose. Dabei wurde der PP2Ai PD verwendet, welcher
insbesondere die Uberlebenswege der Zelle und die Zellen im Zellzyklus antreibt, um
so Apoptose zu induzieren. Um nun mehr auf Zellzyklus-Effekte einzugehen, wird PD
zusammen mit dem WEE1-Inhibitor MK-1775 in PDAC und in Leukamiezellen
untersucht. Durch die Behandlung der PBMCs mit PD und MK-1775, konnte eine
unspezifische Toxizitat dieser Kombinationstherapie ausgeschlossen werden
(s. Abb. 64).

WEEH1 ist ein Protein, welches den G2/M-Ubergang tiberwacht und somit den Eintritt
in die Mitose kontrolliert [234-236]. Wird WEE1 inhibiert, so kann der MPF-Komplex
nicht gehemmt werden, wodurch Zellen unkontrolliert in die Mitose eintreten. Das
Resultat ist der Zelltod durch eine mitotische Katastrophe. Eine Hemmung von WEE1
durch MK-1775 hat demnach einen sehr ahnlichen Effekt wie eine PP2A-Hemmung
durch PD, wodurch eine Kombination dieser beiden Inhibitoren synergistische
Wirkungen hervorrufen sollte.
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In der Tat konnte in MIA PaCA-2 und in S821 (muriner epithelialer Subtyp) Zellen diese
Synergie beobachtet werden (s. Abb. 59, 61). Wie erwartet akkumulierten
MIA PaCA-2 Zellen in der G2/M-Phase in der PD und MK-1775 Einzelbehandlung.
Eine Kombination dieser beiden Inhibitoren fihrte zu einem schlagartigen Anstieg in
der SubG1-Phase, wahrend die G2/M-Population wieder abnahm. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Zellen, die zuvor in der G2/M-Phase arretierten, sich nun
in der SubG1-Phase befinden. Durch die Abwesenheit von p-CDK1 im Immunoblot
konnte die erfolgreiche Hemmung von WEE1 verifiziert werden (s. Abb. 60B, 61F).
Selbstverstandlich traten die PD-bedingten Effekte in den S821 Zellen trotz hoher PD
Konzentrationen erst nach 72 h ein, da diese Zellen eine weitestgehende Resistenz
gegen diesen PP2Ai aufzeigte (s. Kap. 5.4.3, Abb. 61). Nach 48 h konnte PD nur in
Kombination mit MK-1775 die Apoptose in S821 Zellen induzieren, was die Synergie
dieser beiden Inhibitoren erneut unterstreicht.

Durch die Langzeitexperimente konnte ebenfalls gezeigt werden, dass das epi/mes
Modell in den murinen PDAC Zellen hier an seine Grenzen kommt, da epitheliale
Zelllinien nach langen Zeitwerten ebenso auf PD reagieren. Es ist bemerkenswert,

dass die Zelltodraten dennoch sehr schwach ausfielen.

Eine Studie aus dem Jahre 2009 konnte ebenfalls die synergistische Wirkung von
LB100 in Doxorubicin und Temozolomid in Glioblastomzellen nachweisen [500]. Es
wurde hierbei gezielt PP2A inhibiert, da die Aktivitat von PLK1 und Aurora direkt durch
PP2A negativ kontrolliert werden [501]. Ebenfalls ist bekannt, dass PLK1 in vielen
Krebsarten Uberexprimiert ist [502], was dazu fuhrt, dass Zellzyklus-abhangige
Kontrollpunkte trotz genomischer Instabilitdt umgangen werden und Krebszellen somit
uberleben [501]. Durch die PP2A-Inhibierung wird PLK1 zusatzlich aktiviert, was dazu
fuhrt, dass eine Einzelbehandlung mit LB100 die Zellen in eine mitotische Katastrophe
zwingen [501]. In MIA PaCA-2 Zellen zeigte PD in der Einzelbehandlung ebenfalls
Anzeichen einer mitotischen Katastrophe, da das a-Tubulin hier eine abnormale Form
annimmt. Diese morphologischen Veranderungen des a-Tubulins konnte ebenfalls in
MK-1775 behandelte Zellen beobachtet werden, was ebenfalls zu erwarten war. In der
Kombinationsbehandlung scheint das a-Tubulin aus den Zellkernen auszutreten und
sich um die Zellkerne zu legen, wobei oftmals auch mehrere Zellkerne eingeschlossen
werden (s. Abb. 60).
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PLK1 nimmt in MIA PaCA-2 Zellen, sowohl in der Immunfluoreszenz als auch in der
Western Blot Analyse, durch die Behandlung mit PD und MK-1775, ab (s. Abb. 60B-
D). Dieses Ergebnis deutet moglicherweise auf die Zunahme von p-PLK1, seiner
aktivierten Form [241-244], hin. Passend zu diesem Resultat wurde in PLK1-
knockdown Zellen eine verringerte Zellproliferation beobachtet, die mit einer
verringerten Lebensfahigkeit und einer Induktion der Caspase-abhangigen Apoptose
einhergingen [503]. Tatsachlich waren die Isoformen der Caspase-3 in der
Kombinationsbehandlung PD + MK-1775 am deutlichsten zu erkennen (s. Abb. 59D).
Wird dieses Ereignis zusammen mit den Bildern aus den mikroskopischen Analysen
betrachtet, so liegt die Vermutung nahe, dass PD und MK-1775 in einer
Einzelbehandlung eine mitotische Katastrophe induzieren, diese aber in der
Kombinationsbehandlung durch eine Apoptose Uberlagert wird. Es kann dennoch
spekuliert werden, dass in der Kombinationstherapie PD + MK-1775 beide
Zelltodmechanismen parallel ablaufen, was die rasant ansteigende Zelltodrate
erklaren wurde. Es ist bekannt, dass die mitotische Katastrophe abhangig von der
Caspase-2 ablauft [319]. Eine Detektion dieser Caspase hatte einen parallelen
Vorgang beider Zelltodmechanismen nachweisen konnen.

Aus den diskutierten Ergebnissen dieser Dissertation und dem Wissen aus der
Literatur, scheint eine Abnahme von PLK1 direkt mit der Apoptose
zusammenzuhangen [243, 503, 504]. Es ist also nicht verwunderlich, dass die Ser/Thr-
Kinase PLK1 weiter in den Fokus der Krebsforschung rickt und eine Verwendung von
PLK- Inhibitoren immer mehr an Relevanz gewinnt [505, 506]. Dennoch konnte die
Detektion von p-PLK1, p-CDC25 (Ser198) [245, 246] und p-WEE1 zur Unterstltzung

der beschriebenen Resultate mafligeblich beitragen.

Nun stellt sich die Frage wie die Mechanismen einer HSP70 Induktion und einer
mitotischen Katastrophe im PDAC Zellsystem zusammenhangen. Sicherlich kénnen
beide Vorgange nicht separat voneinander betrachtet werden. Es kommt daher auf die
gegebenen Konditionen an. Mit 3 uM PD kann ein Zellzyklusarrest nach 24 h in der
G2/M-Phase (s. Abb. 41, 42) nicht gewahrleistet werden (mit Ausnahme der BxPC-3
Zellen), wodurch eine HSP70 Induktion vermutlich dominiert, was wiederum zu einer
toxischen Proteinaggregierung fuhrt und in einer Apoptose endet. Bei der niedrigeren
Dosis von 1 yM PD kommt es zu einen G2/M-Arrestin den PDAC Zellen (s. Abb. 41,

42, 59), wodurch zunachst eine mitotische Katastrophe verursacht wird (s. Abb. 60).
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Interessanterweise wurde in Prostatakarzinomzellen bereits HSPA9 (Mortalin) mit
einer mitotischen Katastrophe in Verbindung gebracht [507]. HSPA9 ist ein Mitglied
der HSP70-Familie und interagiert direkt mit dem Oberflachenprotein CD9. Dieses
wurde als ein Marker fur Krebsstammzellen in PDAC [508], Glioblastom [509] und AML
[510] beschrieben. Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte Expression von CD9 direkt
mit schlechterem Uberleben der AML-Krebspatientinnen korreliert [511], wobei das
Antigen CD9 eine Rolle in zahlreichen zellularen Prozessen, wie der Zelladhasion, -
mobilisation, -differenzierung,  -proliferation, der  Apoptose und der
Chemotherapieresistenz, spielt [509, 512]. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass
eine Uberexprimierung von CD9, sowohl im PDAC Zellsystem als auch in AML-Zellen,

eine zentrale Rolle bei der Induktion der mitotischen Katastrophe Ubernimmt.

Die Auswirkungen von PD und MK-1775 wurden ebenfalls in Leukamiezellen
uberpruft. Die PD-Einzelbehandlung fuhrte in RS4-11 Zellen nach 24 h zu keinem
G2/M-Arrest (s. Anhang 7D), jedoch fand eine Induktion der Apoptose nach diesem
Zeitwert dennoch statt (s. Abb. 44B). Die PD-bedingten Effekte in
MV4-11 Zellen waren ahnlich zu den beschriebenen Effekten in RS4-11 Zellen
(s. Abb. 44A, Anhang 7B). In einer Langzeitanalyse (72 h) wurde jedoch hohe
Apoptoseraten in MV4-11, RS4-11 und RAMOS Zellen verzeichnet (s. Abb. 45). Die
zytotoxischen Effekte von PD in leukdmische Zellen waren somit unumstritten. Ob die
eintretende Apoptose in diesen Zellen mit einem PD-bedingten Abbau von PR130 (wie
in PDAC Zellen) zusammenhangt, bedarf weiterer Analysen. Allerdings wurde bisher
noch keine Verbindung zwischen PPP2R3A/PR130 in Leukamieerkrankungen
postuliert, wahrend andere B-Untereinheiten von PP2A, wie PPP2R5A oder
PPP2R3B, in AML-Zellen im Vergleich zu normalen Blutzellen verringert exprimiert
sind [513]. Daher kdénnte eine Charakterisierung von PR130 in Leukamiezellen

innovativ fur die Krebsforschung sein.

Der WEE1-Inhibitor MK-1775 fahrte in MV4-11 und RS4-11 Zellen nicht zur
Akkumulation in der G2/M-Phase (s. Abb. 63, Anhang 7), stattdessen konnte in
RS4-11 Zellen ein G1-Arrest beobachtet werden. Mit einer Dosis von 500 nM MK-1775
konnte dieser G1-Arrest jedoch nicht mehr nachgewiesen werden (s. Abb. 63). Dieses

Resultat war Uberraschend, da WEE1 ein Protein des G2/M-Restriktionspunkts ist.
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6. Diskussion

Auch in MV4-11 Zellen konnte eine signifikante Abnahme der G1-Phase gemessen
werden, welcher mit einer hohen SubG1-Population einherging. Das zeigt, dass die
getesteten leukamischen Zellen bereits nach 24 h empfindlich auf MK-1775 reagierten.
Die Kombination von PD + MK-1775 zeigte in MV4-11 und RS4-11 Zellen in der
Zelltodanalyse synergistische Effekte (s. Abb. 63, Anhang 7C), was die synergistische
Wirkung eines PP2Ai und einem WEE1-Inhibitor verdeutlicht. Die erfolgreiche
Hemmung von WEE1 wurde =zusatzlich durch die Abwesenheit von
p-CDK1 verifiziert (Anhang 8).

Eine eintretende mitotische Katastrophe durch PD oder MK-1775 konnte in AML und

ALL Zellen bis zum aktuellen Stand der Ergebnislage nicht eindeutig nachgewiesen

werden, wodurch diese Thematik definitiv weiterer Analysen bedarf.
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Anhang 1: FACS Analysen zeigen die Auswirkungen von HU und KU-60019 auf die Zellzyklusverteilung und
die Apoptose-assoziierte DNA-Fragmentierung. (A) Die Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden
24 h mit 5 uM KU-60019 und 1 mM HU behandelt. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie und
Annexin-V/PI-Férbung analysiert; n = 3. (B) Die Zelllinien S411, 8248, S821 und 8296 wurden 24 h mit 5 uM
KU-60019 und 1 mM HU behandelt. Die Zellzyklusverteilung und die SubG1-Population wurden mittels
Durchflusszytometrie an Pl-geférbten Zellen gemessen; n = 3. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD;
statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05,

**p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001).
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Anhang 2: Die Kombination aus PD und Navitoclax fiihrt die PD-resistenten epithelialen PDAC Zellen in den
Zelltod. Die murinen epithelialen PDAC Zelllinien (A) S821 und (B) 8296 wurden mit 5 uM PD und 5 uM Navitoclax
behandelt und fiir weitere 24 h inkubiert. Eine FACS Analyse von Annexin-V/Pl geférbten Zellen erfolgte nach
Beendigung der Inkubationszeit. Die signifikante Zunahme in (A) und (B) beziehen sich auf Zellpopulationen in der
Friihapoptose/Apoptose; n = 3. Die Daten aus (A) und (B) werden als Mittelwerte + SD dargestellt; Statistische
Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **** p < 0,0001).



7. Anhang
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Anhang 3: PD induziert Autophagie in MIA PaCA-2 Zellen. (A) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit einer Dosisreihe
von 0.1 — 10 uM PD behandelt und fiir weitere 24 h kultiviert. Nach der Ernte wurden die Zellen lysiert und im
Western Blot analysiert. Es wurden ULK1, p62, LC3 und p-ULK1 S757 detektiert. Zur Kontrolle der gleichméf3igen

Ladung wurde S-Actin detektiert; n = 3.
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Anhang 4: HSP70 in humanen PDAC Zelllinien. (A) Die MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 3 uM PD behandelt,
wéhrend die PANC-1, PSN-1, BxPC-3 und DAN-G mit einer Dosisreihe von 1 — 10 uM PD kultiviert wurden. Die
Lysate wurden nach 24 h Inkubationszeit erstellt und analysiert; n = 2, n (MIA PaCA-2) > 3.
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Anhang 5: Ein Knockdown von PR130 erh6ht den zytotoxischen Effekt von PD in den PD sensitiven Zelllinie
S411. Knockdown von PR130 (A) in S411 und (B) in 8296 Zellen wurde, wie in Abb. 57 beschrieben, durchgefiihrt.
Die S411 Zellen wurden mit 2 uM PD, wéahrend die S821 Zellen mit 3 uM PD behandelt. Es erfolgte im Anschluss
die Ernte, und die Farbung der Zellen mit Annexin/Pl. Eine durchflusszytometrische Analyse wurde durchgefiihrt;
n = 2. Die Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse
(two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (*p < 0,05, **p < 0,01). (C) Zur Verifizierung des Knockdowns wurde ein
Immunoblot mit den Zellen aus (B) durchgefiihrt. PR130 und HSP70 wurden detektiert. HSP90 diente als

Ladekontrolle; n = 2.
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Anhang 6: Die Kombination aus PD und MK-1775 fiihrt zu Apoptose assoziierte DNA-Fragmentierung in
MIA PaCA-2 Zellen. (A) MIA PaCA-2 Zellen wurden fiir 24 h mit 3 uM PD und 500 nM MK-1775 behandelt. Die
Detektion von Annexin-V/PI positiven Zellen am Durchflusszytometer erfolgte unmittelbar nach der Ernte; n = 3. (B)
MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 2 uM PD und 500 nM MK-1775 fiir 48 h behandelt. Eine Detektion von Pl positiven
Zellen am Durchflusszytometer wurde durchgefiihrt; n = 3. (C) MIA PaCA-2 Zellen wurden mit 2 uM PD und 500
nM MK-1775 fiir 48 h behandelf. Der Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie und Annexin-V/PI-Férbung
analysiert; n = 3). (D) Die Zellen wurden wie in (C) beschrieben behandelt und analysiert. Die Detektion von
Annexin/PI positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch nach 72 h erfasst; n = 3. Die Signifikanzen zwischen den
Balken in (C) und (D) beziehen sich auf die Friihapoptose. Alle Daten (A) - (D) sind angegeben als Mittelwerte +
SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, ****0,0001).
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Anhang 7: Niedrige Dosen an PD und MK-1775 sind nicht ausreichend, um in leukdmische Zellen Apoptose
zuinduzieren. (A) Eine Zelltodbestimmung und (B) eine Zellzyklusanalyse wurden in MV4-11 Zellen durchgefiihrt.
Dazu wurden die Zellen fiir 24 h mit den angegebenen Dosen an PD und MK-1775 behandelt. Die Daten
entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen; jeweils n = 3. (C) Eine Messung der Apoptose und (D) eine
Zellzyklusanalyse wurden in RS4-11 Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fiir 24 h mit den angegebenen
Dosen an PD und MK-1775 behandelt. Die Daten entstammen aus durchflusszytometrischen Analysen; jeweils
n =3. Alle Daten (A) - (D) sind angegeben als Mittelwerte + SD; statistische Analysen mit Hilfe einer Varianzanalyse

(two-way ANOVA) wurden durchgefiihrt (* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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Anhang 8: Detektion von p-CDK1 in leukdmische Zellen. (A) MV4-11 und RS4-11 Zellen wurden 24 h mit
500 nM PD und 500 nM MK-1775 inkubiert. Der Immunoblot wurde durchgefiihrt, um p-CDK1 zu detektieren.

HSP90 wurde zur Kontrolle einer gleichmél3igen Ladung detektiert; n = 2.
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Anhang 9: Verifizierung der CRISPR-Cas9 MIA PaCA-2 PR130-knockout Zellen

im Immunoblot.

MIA PaCA-2 Zellen wurden ausgeséat und mit sgRNA gegen PR130 sowie GFP-gekoppeltes Cas9 transfiziert. Die
Zellen wurden anschlieBend nach GFP-positiven Zellen sortiert, um Einzelklone zu generieren. Nachdem die Klone
angewachsen sind, wurde der PR130-knockout, sowie die PP2A-A und PP2A-C Expressionen mittels Western Blot
Analyse verifiziert. HSP90 diente als Ladekontrolle; n = 3.
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