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1 Grundlagen

1 Grundlagen

1.1 Stand der Forschung
1.1.1 Erkrankungen des exokrinen Pankreas

1.1.1.1 Die chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis (CP) ist eine schubweise und progredient verlaufende
Entziindung des Pankreas, bei der infolge von fibrotischen Umbauvorgangen zunachst eine
exokrine und spater eine endokrine Organinsuffizienz resultieren. Etwa 5 von 100.000
Einwohnern in Westeuropa erkranken jahrlich, wobei insbesondere Personen mittleren
Lebensalters von 36 bis 55 Lebensjahren von dieser Erkrankung betroffen sind. Bei Mannern
wird siebenmal haufiger als bei Frauen eine CP diagnostiziert (French und Charnley, 2013).
Sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren spielen bei der Entstehung dieser
Erkrankung eine entscheidende Rolle. Wesentliche &tiopathogenetische Risikofaktoren sind
im TIGAR-O-Schema (toxisch, idiopathisch, genetisch, autoimmun, rezidivierende akute
Pankreatitiden, Obstruktion) zusammengefasst (Etemad und Whitcomb, 2001). UbermaBiger
Alkoholkonsum ist mit 40 bis 90 % der Hauptrisikofaktor fir die Entstehung einer CP
(Yadav und Lowenfels, 2013). Dennoch entwickeln nur 10 — 15 % der Alkoholabhangigen
diese Erkrankung (Muniraj et al., 2014). Mit etwa 15 - 25 % ist die idiopathische Genese am
zweithdufigsten vertreten, wobei zwischen einer early-onset Form mit Erkrankungsbeginn in
der zweiten bis dritten Lebensdekade und einer late-onset Form unterschieden wird, die
nach dem flnften Lebensjahrzehnt auftritt (Keller und Layer, 2008). Der Anteil der
idiopathischen CP an allen CP-Formen war in den letzten Jahren ricklaufig, da
Krankheitsfalle vermehrt auf genetische oder autoimmune Phanomene zurlckgefihrt werden
konnten (Joergensen et al., 2010). Bei jungen Patienten und einer positiven
Familienanamnese ist eine genetische Ursache der CP in Betracht zu ziehen. Mittlerweile
wurde eine Vielzahl an verantwortlichen Genen detektiert. Dazu gehéren u.a. PRSST,
SPINK1, CFTR und CTRC. Von zentraler Bedeutung sind Mutationen im PRSS7-Gen,
welches fur ein kationisches Trypsinogen codiert. Folge der autosomal-dominant vererbten
Mutation ist eine vermehrte autokatalytische Konversion der enzymatischen Vorstufe
Trypsinogen in aktives Trypsin (Rosendahl et al., 2007). 80 % der Familien mit hereditarer
Pankreatitis weisen Veranderungen im PRSS1-Gen auf (LaRusch und Whitcomb, 2011).

Die Pathogenese der alkoholischen CP kann durch die Nekrose-Fibrose-Sequenz
beschrieben werden (Kloppel und Maillet, 1992). Rezidivierende Entzindungen des
Pankreas filhren zur Nekrose oder Apoptose von mesenchymalen, duktalen und/oder
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azinaren Zellen. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren,
die eine Aktivierung von fibroblastédren Zellen hervorrufen. Diese Zellen synthetisieren nun
vermehrt Kollagen und Fibronectin, was in einem bindegewebigen Umbau des Organs
resultiert (Witt et al., 2007). Werden Gangstrukturen in die Fibrose mit einbezogen, weitet
sich ihr Lumen unregelmaBg auf. Dadurch kann das calciumreiche Pankreassekret nicht
mehr ungehindert abflieBen. Kommt es nun zur Prazipitation, bilden sich
Calciumkarbonatsteine (Calculi). Dies hat eine Gangobstruktion mit fortschreitender Atrophie
und Fibrose zur Folge (Ammann et al, 1988). Eine detailliertere Darstellung der
Mechanismen der Pankreasfibrose folgt in einem spéateren Abschnitt (sieche 1.1.2).

Die CP beeinflusst die Lebensqualitdt der Patienten in erheblichem MaBe. Die
Einschréankungen im physischen aber auch im mentalen Bereich sind mit anderen
chronischen Erkrankungen von Herz, Niere, Lunge und Leber vergleichbar (Amann et al.,
2013). Ein Grund dafir ist die Dominanz von Schmerzen, unter denen Uber 90 % der
Patienten leiden (Mullady et al., 2011). Meist handelt es sich um einen Oberbauchschmerz,
der sich gurtelférmig bis in den Ricken ausbreiten kann. Mit fortschreitendem Untergang des
Pankreasgewebes treten Maldigestionsanzeichen wie Gewichtsverlust, Diarrhoe und
Steatorrhoe sowie eine Fettunvertraglichkeit auf. Diese Symptome deuten auf eine exokrine
Insuffizienz hin, die sich etwa fUnf bis zehn Jahre nach Auftreten der CP manifestiert. Bei
zusatzlicher endokriner Insuffizienz resultiert ein Diabetes mellitus Typ Il (Forsmark, 2013).
Die Therapie der CP dient sowohl der Symptomkontrolle als auch der Vermeidung von
Komplikationen. Im Schub wird die CP wie die akute Form behandelt. Dabei steht die
ausgiebige Flissigkeitssubstitution im Vordergrund (Warndorf et al., 2011). Einen hohen
Stellenwert nimmt auch die suffiziente Schmerztherapie ein. Sowohl im Schub als auch
wahrend schubfreier Phasen stellt die Behandlung von Schmerzen eine groB3e
Herausforderung dar (Anderson et al., 2016). Zu den allgemeinen Therapieempfehlungen
zahlt die Aufnahme haufiger und kleiner Mahlzeiten. Die Zusammensetzung der Nahrung
sollte kohlenhydratreich und fettarm sein (Meier et al., 2006). Zum Ausgleich der exokrinen
Insuffizienz kdnnen pankreatische Enzyme (z. B. Lipase) substituiert werden (Berry et al.,
2014). Eventuell ist die parenterale Gabe der fettlslichen Vitamine A, D, E und K sowie die
medikamentdse Einnahme von Calcium und Vitamin D notwendig (Sikkens et al., 2013). Des
Weiteren wird, falls notwendig, eine Anpassung des Lebensstils und eine psychosoziale
Beratung hinsichtlich Alkoholkarenz empfohlen (Lang et al., 2012).

Eine endoskopische Behandlung oder chirurgische Intervention bei CP st nur bei
unzureichender medikamentdser Schmerzbekampfung, Komplikationen oder Tumorverdacht
indiziert (Braganza et al., 2011). Stenosen oder Strikturen der Pankreas- bzw.
Gallengangsstrukturen werden endoskopisch dilatiert oder mit einem Stent versorgt (Treacy
und Worthley, 1996). Eine weitere Komplikation stellt die Ausbildung von



1 Grundlagen

Pankreaspseudozysten dar, die CT-gesteuert, endoskopisch oder operativ drainiert werden
kdénnen. Ebenfalls operativ versorgt werden Patienten mit therapieresistenten Schmerzen.
Hierbei ist eine Pankreasteilresektion indiziert (Hoffmeister et al., 2012).

Eine geflrchtete Spatkomplikation der CP ist die Ausbildung eines Pankreaskarzinoms (PK).
Das relative Risiko betragt 13,3 bei allen Arten der CP, bei der hereditaren Pankreatitis ist es
sogar um den Faktor 69,0 gegenuber der Normalbevdlkerung erhéht. Dennoch entwickeln
maximal 5 % der Patienten mit CP einen Tumor der Bauchspeicheldriise innerhalb von
20 Jahren (Raimondi et al., 2010).

Auch die Mortalitat ist bei Patienten mit CP mit einer Hazard Ratio von 5 gegenilber der
Normalbevélkerung erhéht (Bang et al., 2014).

1.1.1.2 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom (PK) ist die neunthaufigste Tumorerkrankung in Europa.
Schéatzungsweise 83.250 Menschen werden im Jahr 2015 in der Europaischen Union neu
erkranken. Daraus ergibt sich eine Inzidenz von 8,2/100.000 (ASR) fir Manner und
5,9/100.000 (ASR) fur Frauen (Ferlay et al., 2015). Das Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung
dieses Karzinoms liegt bei 1,3 % (Public Health Agency of Canada, 2015).

Das PK ist eine Erkrankung des héheren Lebensalters. Bei Diagnosestellung sind die
Patienten durchschnittlich 70,3 + 12,5 Jahre alt. Bei den unter 60-Jahrigen sind vermehrt
Manner betroffen, wohingegen bei einem Alter von Gber 80 Jahren die Diagnose bei Frauen
haufiger gestellt wird (Raju et al., 2015).

Sowohl genetische als auch umweltbedingte Risikofaktoren tragen zur Entwicklung eines PK
bei. Es wird davon ausgegangen, dass bei bis zu 10 % der Patienten eine hereditare
Komponente ursachlich ist (Del Chiaro et al, 2007). Es gibt mehrere vererbbare
Tumorsyndrome, die mit einem erhdhten Risiko fur die Entstehung eines
Bauchspeicheldriisentumors einhergehen. Hervorzuheben ist dabei das Peutz-Jeghers-
Syndrom, bei dem eine autosomal-dominante Mutation im STK77-Tumorsuppressorgen
vorliegt. Fast 40 % der Betroffenen erkranken bis zum 70. Lebensjahr an einem PK
(Fendrich et al., 2014). Bei einem anderen Teil der Patienten liegt ein familidres PK vor. Die
Betroffenen gehéren Familien an, in denen zwei oder mehr erstgradig Verwandte am PK
erkranken, ohne dass ein vererbbares Tumorsyndrom nachgewiesen werden kann
(Brand et al, 2007). Eine weitere genetische Ursache fur die Ausbildung eines
Bauchspeicheldrisentumors besteht im Vorhandensein einer hereditaren Pankreatitis (siehe
oben).

Dem gegentiber stehen die modifizierbaren umweltbedingten Risikofaktoren als Ursache flr
die Entstehung eines PK. Dabei ist insbesondere der Nikotinabusus zu nennen. Er ist der
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gréBte identifizierte Risikofaktor und verantwortlich fir 20 — 35 % der PK-Falle (lodice et al.,
2008). Durch das Rauchen gelangen Nitrosamine und polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe sowie deren Metabolite ins Blut und verursachen im Folgenden
Mutationen im K-ras- und p53-Gen (Duell, 2012). Auch verstarkter Alkoholkonsum
(> 44 g Alkohol/d) steigert das PK-Risiko (Gupta et al., 2010). Mit zunehmender Dosis ist ein
Anstieg des relativen Risikos auf 1,3 festzustellen (Tramacere et al., 2010).

Liegt ein Body-Mass-Index von Uber 35 kg/m2 vor, erhéht sich das relative Risiko fur die
Entwicklung eines Bauchspeicheldrisentumors um den Faktor 1,4 bis 2,7 (Anderson et al.,
2009). Eine langjahrige Diabetes mellitus Erkrankung steigert die Wahrscheinlichkeit ein PK
zu entwickeln ebenfalls. Dabei zeigte sich, dass das relative Risiko mit 2,0 beim Diabetes
mellitus Typ | gegenlber einem Wert von 1,8 beim Diabetes Typ Il leicht angehoben ist
(Huxley et al., 2005; Stevens et al., 2007).

Die Entstehung von Neoplasien der Bauchspeicheldrise ist ein fortschreitender Prozess, bei
dem Veranderungen der molekularen Regulation der Zellen hervorgerufen werden. Dabei
kommt es zunachst zur Ausbildung von Vorlauferldasionen, die bei weiterer Akkumulation von
genetischen Veranderungen in einem PK minden kdnnen.

Die meisten Tumore der Bauchspeicheldrlise resultieren aus pankreatischen intraepithelialen
Neoplasien (PanIN). Bei dieser Vorlauferlasion handelt es sich um mikroskopisch sichtbare,
unter 5 mm kleine Areale von flachem oder papillarem neoplastischen Epithel (Hruban et al.,
2000). Es werden drei Schweregrade unterschieden, wobei Grad 1 eine low-grade Dysplasie
beschreibt, wahrenddessen Grad 3 bereits eine high-grade Lasion und demnach ein
carcinoma in situ darstellt. Am Anfang der PanIN-Entwicklung stehen meist die Verkirzung
der Telomere sowie die Mutation von K-ras. Punktmutationen von K-ras werden bei 90 % der
PK beschrieben (Remmers et al., 2010). Sie flhren zum Aktivitatsverlust der assoziierten
GTP-ase, wodurch K-ras nicht mehr inaktiviert werden kann. K-ras steuert nun vermehrt
wachstumsférdernde Signalwege wie den Ras/Raf/MEK/ERK- und PI3-K/AKT/mTOR-
Signalweg an (Logsdon und Lu, 2016). Die Verkirzung von Telomeren fihrt zur Fusion von
Chromosomen mit daraus resultierender Chromosomeninstabilitat (Maitra et al., 2006). Mit
weiterem Fortschreiten der Neoplasie tritt der Verlust von p53, SMAD 4 und p16™4A auf
(Kanda et al., 2012; Lohr et al., 2005; van Heek et al., 2002). Bis aus einer Vorlauferlasion
ein Karzinom entstanden ist, haben sich durchschnittich 63 genetische Alterationen
akkumuliert, die sich auf zwdlf Signalwege verteilen (Jones et al., 2008).

Histologisch handelt es sich bei 80 — 85 % der Bauchspeicheldrisentumoren um ein
duktales Adenokarzinom. Dieses ist gekennzeichnet durch eine Veranderung der
Gangstrukturen mit der Ausbildung von unregelmaBigem und mehrschichtigem Epithel.
Deutlich seltener finden sich azindre Adenokarzinome und neuroendokrine Tumoren des
Pankreas (Kléppel et al., 1996). Etwa zwei Drittel der PK sind im Caput lokalisiert, 15 %
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betreffen den Corpus und bei jeweils 10 % ist eine Infiltration der Cauda bzw. ein multifokaler
Befall zu diagnostizieren (Ghaneh et al., 2008). Frihsymptome sind bei Patienten mit einem
Bauchspeicheldrisentumor nicht zu erwarten. Aufgrund dessen und durch das Fehlen einer
geeigneten Screeningmethode wird ein PK meist erst in fortgeschrittenen Stadien entdeckt,
was sich nachteilig auf die Prognose der Patienten auswirkt (DaCosta et al.,, 2013). Oft
fOhren nur unspezifische Spatsymptome wie Oberbauchschmerzen, Gewichtsverlust,
Ubelkeit und z. T. auch Riickenschmerzen zur Diagnose.

Das einzig potenziell kurative Therapieverfahren des PK ist die chirurgische Therapie. So
betragt die relative Ein-Jahres-Uberlebensrate anndhernd 50 %, wenn operiert wird. Ohne
chirurgische Therapie liegt sie hingegen nur bei etwa 11 % (Sharp et al, 2009).
Problematisch ist jedoch, dass sich 80 — 90 % der Patienten bei Diagnosestellung als
inoperabel erweisen. Bei der Halfte der Patienten sind bereits Fernmetastasen —
insbesondere in der Leber — nachweisbar (Weinberg et al., 2015).

Das Standardverfahren bei Pankreaskopftumoren ist die partielle Duodenopankreatektomie
mit oder ohne Pyloruserhalt. Bezlglich der Rate an Komplikationen und Letalitat sowie der
Langzeitergebnisse zeigt sich kein Unterschied zwischen pyloruserhaltender und
magenresezierender partieller Duodenopankreatektomie — auch als klassische Kausch-
Whipple-Operation bezeichnet (Diener et al, 2007). Liegt das Karzinom im
Pankreasschwanz erfolgt die Pankreaslinksresektion, bei Tumoren im Pankreascorpus die
subtotale Pankreaslinksresektion oder die totale Duodenopankreatektomie (Christein et al.,
2005). Bei 75 % der Operationen ist die prognostisch wichtige mikroskopische Tumorfreiheit
der Resektionsrander nicht zu erzielen (Esposito et al., 2008; Fatima et al., 2010).

Nach erfolgter Operation erhalten die Patienten eine adjuvante Chemotherapie mit
Gemcitabin oder 5-Fluoruracil/Folinsdure (Neoptolemos et al., 2010). Diese Therapie
verldngert das krankheitsfreie Uberleben und steigert die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate auf
20 % gegenlber einer Rate von 10 % bei alleiniger Operation (Oettle et al, 2007;
Ueno et al., 2009). Generell muss aber festgestellt werden, dass Neoplasien der
Bauchspeicheldriise ein schlechtes Ansprechen auf Zytostatika zeigen (Binenbaum et al.,
2015).

Ist das Pankreaskarzinom lokal fortgeschritten bzw. sind Fernmetastasen vorhanden, wird
eine palliative Chemotherapie mit Gemcitabin durchgefiihrt. Ergédnzt werden kann die
Therapie mit dem EGF-Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib (Moore et al., 2007). Bei Patienten mit
gunstigem Risikoprofil und sehr gutem Allgemeinzustand ist die Verwendung des
FOLFIRINOX-Schemas, bestehend aus 5-Fluoruracil, Folinsédure (Leucovorin), Irinotecan
und Oxaliplatin, denkbar. Hierunter wurde eine Verlangerung sowohl des medianen
Uberlebens wie auch des progressionsfreien Intervalls festgestellt. Ebenfalls erhdhte sich die
Ansprechrate des Tumors von etwa 9 % unter alleiniger Gemcitabintherapie auf ca. 31 %.
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Auf der anderen Seite kam es aber zu einem deutlichen Anstieg der Toxizitat (Conroy et al.,
2011). Eine weitere Mdglichkeit der palliativen Therapie besteht in der Kombination aus
Gemcitabin mit nab-Paclitaxel. Auch hier kommt es zu einer Verbesserung des
progressionsfreien und medianen Uberlebens sowie einer besseren Zytostatikaansprechrate
des Tumors. Negativ ist aber die erh6hte Rate an Neuropathien sowie Myelosuppression
(Hoff et al., 2013). Derzeit befinden sich weitere Kombinationstherapien sowie molekulare
Therapiestrategien (targeted therapy) in klinischer Testung. Es wird empfohlen, Patienten in
diese Studien einzuschlieBen, um ihre Prognose zu verbessern (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2013).

Trotz hoher Anstrengungen neue und bessere Therapieoptionen zu entwickeln, ist die
Uberlebenszeit von Menschen mit einem PK weiterhin sehr gering. Die Finf-Jahres-
Uberlebensrate liegt relativ konstant bei unter 10 % (Hurton et al., 2014).

Laut Prognose fir das Jahr 2030 wird das PK die zweithaufigste Krebstodesursache in den
USA sein, obwohl es bei der Inzidenz nur den zehnten Platz belegen wird (Rahib et al.,
2014).

1.1.2 Die Rolle pankreatischer Sternzellen bei der Pankreasfibrose

Sowohl bei der CP als auch beim PK findet eine vermehrte Bildung von Bindegewebe statt,
was als Fibrose bezeichnet wird. Bei der CP resultiert diese aus Wundheilungsprozessen,
beim PK ist sie das Ergebnis aus Interaktionen zwischen Tumor- und Umgebungszellen. In
beide Prozesse sind pankreatische Sternzellen (PSZ) involviert.

PSZ wurden erstmals 1982 von Watari beschrieben (Watari et al., 1982). Es dauerte
allerdings bis 1998, ehe sie isoliert und kultiviert werden konnten (Apte et al., 1998). Meist
sind PSZ perivaskulér, interazindr oder interlobulér in der Bauchspeicheldrise vorzufinden
(Ikejiri, 1990). Durch ihre Fahigkeit, Vitamin A sowie Lipide speichern zu kdnnen und
aufgrund ihrer Morphologie besteht eine Ahnlichkeit zu hepatischen Sternzellen. Im
gesunden Pankreas machen PSZ 4 — 7 % der Parenchymzellen aus und befinden sich im
ruhenden Zustand (Apte et al.,, 1998; Bachem et al, 1998). In diesem weisen sie die
Zytoskelettproteine Nestin, Desmin, Vimentin und GFAP (glial fibrillary acid protein), aber
auch neuroektodermale Marker wie NGF (nerve growth factor) und NCAM (neural cell
adhesion molecule) auf (Apte et al., 2012).

PSZ haben die Fahigkeit zur Proliferation, Migration und Produktion von extrazellularer
Matrix (EZM), welche sich aus Kollagen, Fibronectin und Laminin zusammensetzt. Auf der
anderen Seite stellen sie matrixabbauende Enzyme (Matrixmetalloproteinasen, MMP) sowie
deren Inhibitoren (tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMPs) her. Damit sorgen ruhende
PSZ fur ein Gleichgewicht aus Auf- und Abbau der EZM (Phillips et al, 2003).
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Eine Studie aus dem Jahr 2009 ging der Frage nach, ob PSZ Progenitorfunktionen
aufweisen. Dazu wurden die Zellen mittels Mitoxantron selektioniert und auf
Stammzellmarker untersucht. PSZ waren positiv fir den ABCG 2 Transporter (ATP binding
cassette G2 transporter) und konnten nach Zelldifferenzierung Insulin sezernieren. Ob diese
Ergebnisse auch auf unselektionierte und demnach alle PSZ zutreffen, konnte aber nicht
gezeigt werden (Mato et al., 2009).

Ebenfalls untersucht wurden immunologische Funktionen von ruhenden PSZ. Sie sind in der
Lage, nekrotische Azinuszellen zu internalisieren, wobei daraus auch ihr eigener Zelltod
resultiert. Es wird davon ausgegangen, dass PSZ eine lokal protektive angeborene
Immunfunktion im Sinne einer Progressionsverzégerung bei Schaden des Pankreas
ausuben (Shimizu et al., 2005). Untersttzt wird diese Aussage durch die Erkenntnis, dass
PSZ Toll-like Rezeptoren (TLR 2-5,9) aufweisen, die der Erkennung von PAMPs (pathogen
associated molecular patterns) dienen (Masamune et al., 2008). Uberpriift wurde daraufhin
die Frage, ob PSZ auch Funktionen im erworbenen Immunsystem ausiben. Dies wurde
zuvor schon fur hepatische Sternzellen belegt, die Proteinantigene prasentieren kénnen
(Unanue, 2007; Winau et al, 2007). Es =zeigte sich aber, dass PSZ keine
antigenprasentierende Zellmarker wie MHC |l (major histocompatibility complex Il) oder
HLA-DR (human leukocyte antigen — DR) exprimieren (Shimizu et al., 2012).

Die Bedeutung von PSZ auf die exokrine Funktion des Pankreas ist schon langer bekannt.
Doch erst kiurzlich wurde eine Studie verdffentlicht, die den Einfluss auf endokrine Zellen
in vitro und im Tiermodell untersuchte. PSZ in der Umgebung von B-Zellen reduzierten die
Insulinsekretion und fihrten zum Zelltod der B-Zellen (Zha et al., 2014).

Die bisher geschilderten Funktionen finden sich bei ruhenden PSZ. Im Rahmen von
chronischen Pankreasschadigungen sind die Zellen aber auch in der Lage, in einen
aktivierten Zustand Uberzugehen. Dieser ist gekennzeichnet durch einen Verlust der Vitamin-
A-Speicherung und die vermehrte Expression von a-SMA (alpha-smooth muscle actin)
(Apte et al., 1998; Bachem et al,, 1998). Dabei handelt es sich um ein Zytoskelettprotein,
welches an der Zellmotilitat, -struktur und -integritat beteiligt ist und wodurch die Zellen ihr
sternformiges Aussehen annehmen. Mit ihrer Aktivierung gehen PSZ in einen
myofibroblastischen Phanotyp Uber und produzieren gro3e Mengen an EZM. Die Aktivierung
von PSZ kann durch diverse Faktoren erfolgen. Zu den wichtigsten zdhlen Zytokine,
Wachstumsfaktoren, oxidativer Stress sowie Ethanol und seine Metabolite. TNF-a sowie die
Interleukine 1, 6 und 13 aktivieren die Proliferation von PSZ und/oder deren a—SMA-
Expression (Mews et al., 2002). Als Hauptstimulator fir die Synthese und Sekretion von EZM
(insbesondere Kollagen) gilt TGF- (Apte et al, 1999). Ein weiterer mitogener und
chemotaktiler Faktor ist das PDGF (platelet-derived growth factor) (Schneider et al., 2001).
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Auch Ethanol und sein Metabolit Acetaldehyd wirken aktivierend auf PSZ. Dieser Effekt wird
dber die Adressierung von ERK 1/2, JNK und p38 vermittelt (McCarroll et al., 2003). Des
Weiteren verhindert Ethanol die Apoptose von PSZ (Vonlaufen et al., 2011).

Abgesehen von diesen parakrinen Aktivierungsfaktoren produzieren PSZ selbst
inflammatorische Zytokine wie TGF-B, CTGF sowie IL-1 und -8. Dadurch werden auch
autokrine Signalwege zur Aktivitatserhaltung genutzt (Kruse et al., 2000; Shek et al., 2002).
Die Aktivierung von PSZ stellt an sich keinen pathologischen Vorgang dar, sondern ist
notwendig, um Wundheilungsprozesse einleiten zu kénnen. Zur Pankreasfibrose kommt es
nur, wenn keine Seneszenz, Apoptose oder Hemmung der Aktivierung von PSZ stattfindet.
Der Begriff Seneszenz beschreibt den Prozess der Zellalterung. Im Rahmen der CP
korreliert die Anzahl seneszenter Zellen mit der Schwere der Entzindung. Seneszente PSZ
zeigen sich anfalliger fur Zytolyse (Fitzner et al., 2012).

Ins Blickfeld neuer Therapiemdglichkeiten rlickten auch endogene Antagonisten der PSZ-
Aktivierung. Dabei zeigte sich, dass Vitamin A hemmende Wirkung auf die Aktivierung von
PSZ und deren Kollagensynthese besitzt (Jaster et al., 2003). Vitamin A adressiert dabei den
Wnt-B-Catenin-Signalweg. Ein Mausmodell der CP bestéatigte die Wirkung von Vitamin A
auch auf die Apoptose von PSZ Uber die Hemmung dieses Signalweges (Xiao et al., 2015).
Bei Untersuchungen am PK flhrte eine verminderte Ansteuerung des Wnt-B-Catenin-
Signalweges infolge der Vitamin-A-Gabe zu einer Reduktion der Tumorprogression
(Froeling et al., 2011).

Ein anderer, in den letzten Jahren aufkommender, Therapiefokus zielt auf die Blockierung
von intrazellularen Signalwegen in PSZ ab. Fir die Aktivierung von PSZ sind drei
Signalwege von Bedeutung. Ethanol und seine Metabolite sowie oxidativer Stress vermitteln
ihre Effekte Uber mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK). Dazu gehéren extrazellular
regulierte Kinasen (ERK 1/2), die c-Ju N-terminale Kinase (JNK) und p38 (Jaster et al., 2002;
Masamune et al.,, 2003c; Masamune et al., 2004; McCarroll et al., 2003). Ebenfalls findet
eine Aktivierung upstream der MAPK statt, indem es zur Adressierung der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-K) kommt (McCarroll et al., 2004). Die Expression des
Zytoskelettproteins a-SMA und seine Organisation in Stressfasern wird Uber den Rho/Rho-
Kinase-Signalweg reguliert (Masamune et al., 2003b).

Im Rahmen der CP werden PSZ durch Mediatoren von geschéadigten Azinuszellen,
Entziindungszellen sowie Blutplatichen aktiviert (Gukovskaya et al,, 1997; Luttenberger
et al., 2000). PSZ sind bereits in frihen Phasen der Erkrankung prasent. Sie befinden sich in
raumlicher Nahe zu Makrophagen um Nekroseareale herum und verursachen dort einen

fibrotischen Umbau des Gewebes. Liegt eine alkoholtoxische Genese der CP vor, ist davon
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auszugehen, dass in frihen Stadien der Erkrankung durch Alkoholkarenz eine Regression
mit Rickgang der Fibrose mdglich ist (Vonlaufen et al., 2011).

Fibrose ist ein aktiver und dynamischer Prozess. Dies wird insbesondere im Hinblick auf die
Interaktion zwischen Tumor und Stroma beim PK deutlich. Die Mikroumwelt des Tumors ist
gepragt von EZM, Fibroblasten, BlutgefaBen und Immunzellen. Die Umgebung des Tumors
wird bindegewebig umgebaut, was als desmoplastische Reaktion bezeichnet wird. Das
Stroma macht 50 — 80 % der Tumorzellmasse aus und bildet eine Barriere um die
Karzinomzellen (Apte et al., 2015). Wichtiger Bestandteil des Stromas sind PSZ. PSZ und
Tumorzellen beeinflussen sich gegenseitig (siehe Abb. 1.1). Karzinomzellen sezernieren
bFGF, PDGF sowie TGF- und kénnen damit zur Aktivierung von PSZ beitragen
(Bachem et al., 2005; Kuniyasu et al., 2001; Léhr et al., 2001). Dem gegentber schitten PSZ
mitogene, anti-apoptotische und invasionsférdernde Mediatoren aus, die die Tumorzellen
beeinflussen. Die Sekretion von Kollagen | induziert eine Chemoresistenz der
Karzinomzellen und MMP-2 bewirkt eine Erleichterung der Zellinvasion und damit
Tumorprogression (Armstrong et al., 2004; Miyamato et al., 2004; Schneiderhan et al.,
2007). Zusatzlich erhéht TGF-p die Zellmotilitdét und vermittelt den Verlust der Adhésion,
wodurch die Invasivitdt des Tumors zunimmt und das Metastasierungsrisiko steigt
(Bhowmick et al., 2004). Diese in vitro Daten werden durch Ergebnisse eines Mausmodells
unterstitzt, indem gezeigt werden konnte, dass Tumorzellen, die zusammen mit PSZ in eine
Maus injiziert wurden, ein starkeres Wachstum aufwiesen als dies bei der alleinigen Injektion
von Tumorzellen der Fall war (Bachem et al., 2005).
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Ethanol
/ oxidativer Stress
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Zytokine, = <—— Entzindungszellen
Wachstumsfaktoren
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aPSZ
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Tof-p

Apoptose Migration 1  Proliferation 1

Tumorzelle

Abb. 1.1 Aktivierung von PSZ und die gegenseitigen Wechselwirkungen mit
Tumorzellen (modifiziert nach Jaster, 2004; Wilson et al., 2014)

Ruhende PSZ (rPSZ) werden durch Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert (aPSZ). Auch
autokrine Signalwege kdénnen zur Aktivitdtserhaltung genutzt werden. aPSZ produzieren vermehrt
EZM und bedingen dadurch die Pankreasfibrose. Durch Ausschittung von Mediatoren beeinflussen
sich aPSZ und Tumorzellen wechselseitig.

Das durch die desmoplastische Reaktion gebildete Stroma bildet eine physikalische Barriere
um das PK. Dies konnte erklaren, warum Zytostatika nicht zum Tumor vordringen kénnen
und Neoplasien der Bauchspeicheldrise weitgehend chemoresistent sind (Provenzano et al.,
2012; Whatcott et al, 2012). Mit tierexperimentellen Studien und Untersuchungen an
Patienten mit einem PK konnte Sherman 2014 diese These untermauern. Wurden
Vitamin D-Rezeptoren im Stromagewebe des Tumors aktiviert, so konnte der ruhende
Phanotyp von PSZ induziert werden. Dadurch war die antitumorale Chemotherapie besser
wirksam (Sherman et al., 2014). Andererseits konnte in den letzten Jahren aber auch gezeigt
werden, dass die alleinige Beseitigung des Stromas nicht ausreichend ist, um das
Therapieansprechen und damit die Prognose zu verbessern. Ozdemir et al. entwickelten ein
Mausmodell mit depletierten a-SMA-Myofibroblasten bei vorhandenem PanIN oder
Adenokarzinom des Pankreas. Bei Tieren mit Stromadepletion stieg die Invasivitat des
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Tumors und die Uberlebenszeit war geringer als bei den Kontrolltieren. Auffallig war auch die
Suppression der Immunfunktion mit erhéhten Spiegeln an CD4*Foxp3* regulatorischen
T-Zellen (Ozdemir et al., 2014). Eine weitere Untersuchung zur Stromadepletion bediente
sich eines Sonic hedgehog Knock-out Mausmodells mit PK. Sonic hedgehog ist ein |6sliches
Protein des Hedgehog-Signalweges. Dieser ist (blicherweise im adulten Pankreas
ausgeschaltet. Eine Reaktivierung im Rahmen des PK flhrt zu vermehrter Stromabildung.
Findet nun eine Deletion von Sonic hedgehog statt, kommt es zur Reduktion des Stromas.
Damit verbunden sind aber auch eine undifferenziertere Tumorhistologie, eine vermehrte
Aggressivitat des Tumors mit Metastasenbildung und eine Erhéhung der Zellproliferation.
Letztendlich war das Uberleben der Knock-out-Tiere gegeniiber den Kontrollmausen
reduziert (Rhim et al., 2014).

Vergleicht man die in vitro und in vivo Daten miteinander, so stellt sich die Frage, ob PSZ die
Tumorprogression unterstiitzen oder verhindern. Wang ist zu der Erkenntnis gelangt, dass
beide Theorien koexistieren kénnen. Im Frihstadium des PK besitzt der kleine Tumor nur
einen schmalen PSZ-Saum. In dieser Situation sind PSZ in der Lage den Tumorprogress
aufzuhalten. Wachst der Tumor und verbreitert sich demnach auch die Stromabarriere,
produzieren PSZ vermehrt wachstumsférdernde und mitogene Faktoren. Entfernt man im
Spatstadium nun das Stroma, kann sich der aggressive Tumor ungehindert ausbreiten.
Entscheidend ist demnach das Gleichgewicht aus Tumorzellen und Stroma (Wang et al.,
2016). Denkbar ist auch, dass unterschiedliche Subpopulationen von fibroblastaren Zellen
aus der Mikroumgebung des Tumors unterschiedliche Funktionen ausltben, deren
Gewichtung sich im Rahmen der Tumorprogression &ndert (Mathew et al, 2016). Eine
Modulation von PSZ sollte demnach der Depletion vorgezogen werden.

1.1.3 Nutzen und Auswahl von Kinaseinhibitoren

Proteinkinasen sind Enzyme, die die Ubertragung einer Phosphatgruppe von einem Donor
auf die Hydroxygruppe einer Aminosdure Kkatalysieren. Diese posttranslationale
Modifizierung greift in die Signaltransduktion der Zellen ein. Dabei kann sowohl eine
Aktivierung als auch eine Inhibition resultieren, je nachdem, welche Ladungs- oder
Konformationsdnderung im Zielprotein hervorgerufen wird. Blockiert man nun mittels
Inhibitoren spezifische Proteinkinasen, so ist der abhangige Signalweg gehemmt.
Kinaseinhibitoren, auch als small molecule inhibitors (SMI) bezeichnet, kénnen in der
Behandlung von Karzinomen und Entzindungen eingesetzt werden. Auch Nicht-
Tumorzellen, wie PSZ, kénnen durch Kinaseinhibitoren adressiert werden. Dabei ist es
notwendig, in den Zielzellen die Proteine der entscheidenden Signalwege zu identifizieren. In
PSZ sind sowohl der Ras/Raf/MEK/ERK- als auch der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg von
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besonderer Bedeutung. Die  Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade leitet Signale von
Zelloberflachenrezeptoren Uber drei hintereinander geschaltete MAPK bis hin zu
Transkriptionsfaktoren. Letztlich resultiert daraus Uber die Phosphorylierung regulatorischer
Proteine wie Bcl-2, Bad und Caspase 9 eine Beeinflussung der Zellzyklusprogression,
Differenzierung und Apoptose der Zellen (McCubrey et al., 2007; Pearson et al., 2001). Dem
Signalweg vorangeschaltet ist Ras, ein GTP-bindendes Protein, welches sowohl die
Ras/Raf/MEK/ERK- als auch die PI3-K/AKT/mTOR-Kaskade aktivieren kann (Chuang et al.,
1994; Rodriguez-Viciana et al, 1994). Eine weitere Mdglichkeit der Aktivierung des
PI3-K/AKT/mTOR-Signalwegs besteht in der Stimulierung von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren. Auch diese Signalkaskade ist an der Férderung von Proliferation und Hemmung
von apoptotischen Prozessen Uber die Regulation diverser Proteine beteiligt (Cantley, 2002;
Downward, 1998).

Das erste Auswahlkriterium, der in der Arbeit verwendeten Kinaseinhibitoren bestand in der
Fahigkeit des SMIs, Proteine aus einem der beiden geschilderten Signalwege zu hemmen
oder Multikinaseinhibitor-Eigenschaften aufweisen zu kénnen. Ebenfalls wurden nur
Kinaseinhibitoren mit einbezogen, die entweder bereits flir die Anwendung am Menschen
zugelassen sind oder sich zum Zeitpunkt der Arbeit in klinischer Testung befanden.

1.1.4 Charakteristika der verwendeten SMI

Far die in vitro Studien an PSZ wurden insgesamt flinf Kinaseinhibitoren ausgewahlt. Dabei
handelte es sich um Dactolisib, Perifosin, Trametinib, Vemurafenib und Regorafenib. Jeweils
zwei der Inhibitoren hemmen Proteine des PI3-K/AKT/mTOR- oder des Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalwegs und ein SMI ist ein Multikinaseinhibitor.

Dactolisib (NVP-BEZ235) ist ein dualer ATP-kompetitiver PI3-K- und mTOR-Inhibitor mit
IC50-Werten im niedrigen nanomolaren Bereich. Biochemisch wurde der SMI aus einem
Imidazol[4,5-c]Quinolin-Grundgerlst entwickelt. Dactolisib kann oral eingenommen werden.
Das Medikament wird in der Leber eliminiert (Maira et al., 2008). Der Kinaseinhibitor wird
bzw. wurde u. a. in klinischen Phase | oder Il Studien beim pankreatischen neuroendokrinen
Tumor, Mammakarzinom sowie bei akuter Leukdmie getestet (U.S. National Institutes of
Health 2008; U.S. National Institutes of Health 2012a; U.S. National Institutes of Health
2012b).

Der zweite SMI ist das Alkylphospholipid Perifosin (KRX-0401). Auch dieser Inhibitor ist oral
anwendbar und fuhrt zu einer Hemmung der AKT-Phosphorylierung im einstelligen
mikromolaren Wirkbereich (Richardson et al., 2012). Unter SMI-Einfluss nahm der Anteil von
plasmamembrannahmem AKT ab. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Perifosin einen
Zellzyklusarrest Uber eine Induktion von p21WAFICIP1 hewirkt, die unabhangig von p53
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verlauft. Die upstream von AKT im Signalweg gelegene PI3-K wird aber durch den Inhibitor
nicht affektiert (Kondapaka et al., 2003). Die Wirkung von Perifosin wird bzw. wurde in
klinischen Phase | bis Ill Studien bei mehreren Tumorentitaten getestet. Dazu gehéren
insbesondere das kolorektale Karzinom wie auch verschiedene Gehirntumorarten
(Astrozytom, Oligodendrogliom, Glioblastom) und das multiple Myelom (Bendell et al., 2011;
Jakubowiak et al., 2012; U.S. National Institutes of Health, 2007).

Ein weiterer Kinaseinhibitor, das Trametinib, greift in die Signaltransduktion des

Ras/Raf/MEK/ERK-Weges ein. Es handelt sich um ein Pyridin- und Pyrimidinderivat mit

hochpotenter MEK 1- und 2-Inhibiton, dessen Wirkung sich auch bei niedrigmolaren

Konzentrationen entfaltet. In in vitro Zellkulturstudien an Tumorzelllinien (SK-MEL-28,

A-375P(F11), A549 und HCT-116) konnte eine Wachstumshemmung durch die

Trametinibgabe insbesondere bei B-Raf'6E- oder Ras-Mutationen nachvollzogen werden.

Im Xenograftmodell A-375P(F11) eines B-Raf'6%°c mutierten Melanoms wurde der SMI

einmal téglich oral verabreicht und flihrte zu einer Suppression des P-ERK1/2 Niveaus fiir

mehr als 24 h. AuBerdem kam es zu einer Reduktion des Zellproliferationsmarkers Ki67

(Gilmartin et al., 2001). Seit 2013 ist Trametinib fir die Behandlung von Patienten mit

B-Raf'6%E-mutiertem metastasiertem Melanom zugelassen (U.S. Food and Drug

Administration, 2013). AuBerdem befindet sich der Inhibitor u. a. in klinischen Phase Il

Studien zur Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchial- und Prostatakarzinoms

(Blumenschein et al., 2015; U.S. National Institutes of Health, 2013).

Vemurafenib (PLX4032) ist ein SMI, der zu einer Hemmung von B-Raf'é%€ und erst in
héheren Konzentrationen auch von C-Raf und Wildtyp-B-Raf fihrt. Dadurch wird auch das
downstream liegende ERK-Signal gehemmt. Der Kinaseinhibitor hat eine dreifach erhéhte
Selektivitat fir mutiertes B-Raf'¢%°E gegenliber dem Wildtyp (Smalley, 2010). Dadurch sind
auch die IC50-Werte bei mutiertem Status niedriger und befinden sich im nanomolaren
Bereich. Liegt keine B-Raf'6%%E-Mutation vor, kann sogar eine Aktivierung von ERK und MEK
resultieren (Joseph et al., 2010). Der Tumor, der am héaufigsten eine B-Raf'¢%°E-Mutation
aufweist, ist mit 66 % das maligne Melanom (Davies et al., 2002). Seit 2011 ist Vemurafenib
far die Therapie beim malignen Melanom bei nachgewiesener Mutation zugelassen
(Zhu et al., 2016). Derzeit wird es in klinischen Studien auf seine Anwendbarkeit bei
Haarzellleuk&mie und beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom getestet (Pettirossi et al.,
2015; Shea et al., 2016).

Der letzte ausgewahlte SMI ist Regorafenib. Diese Substanz ist ein Multikinaseinhibitor mit
Einfluss auf die Angiogenese, Onkogenese und die stromale Tumorumgebung. Eine
Hemmung der Angiogenese wird durch Inhibition von VEGFR1-3 erzielt, die anti-onkogene
Komponente kommt durch die Blockierung von B-Raf, p38MAPK, Raf-1, RET, c-Kit sowie
TIE-2 zustande. Die Modifikation der Stromaumgebung des Tumors wird durch Hemmung
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von FGFR-1 und PDGFR-b realisiert. Regorafenib ist oral verfligbar und zu Uber 99 % an
PlasmaeiweiBe gebunden. Es unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf und wird Gber
CYP 3A4 und UGT1A9 metabolisiert. Je nach Zielprotein liegen die IC50 Werte im ein- bis
zweistelligen nanomolaren Bereich (Wilhelm et al., 2004; Wilhelm et al., 2011). Regorafenib
wird zur Therapie beim metastasierten kolorektalen Karzinom eingesetzt und befindet sich
derzeit in Klinischer Testung bei anderen Tumoren des Magen-Darm-Traktes wie
gastrointestinalen Stromatumoren und dem Osophaguskarzinom (George et al., 2012;
Grothey et al., 2013).
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Abb. 1.2 Angriffspunkte der Inhibitoren (modifiziert nach Witteck und Jaster, 2015)
Uber die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren werden verschiedene Signale in der
Zelle vermittelt. Wichtige Kaskaden in PSZ sind dabei der Ras/Raf/MEK/ERK- und PI3-K/AKT/mTOR-
Signalweg, die in dieser Abbildung stark vereinfacht dargestellt sind. Dactolisib wirkt dual Uber die
Inhibition der PI3-K und mTOR, Perifosin hemmt AKT. Trametinib adressiert MEK und Vemurafenib
bewirkt eine Hemmung von B-Raf'6%E. Die Angriffspunkte des Multikinaseinhibitors Regorafenib
wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht mit einbezogen.
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1.2 Zielstellung der Arbeit

Das PK wie auch die CP sind von einer Pankreasfibrose begleitet, die entscheidenden
Einfluss auf die Progression beider Erkrankungen auslbt. Zahlreiche Studien konnten
zeigen, dass insbesondere PSZ eine SchllUsselrolle im bindegewebigen Umbau des
Pankreas einnehmen. Eine gezielt modulierende antifibrotische Therapie ist aber noch nicht
etabliert worden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, Klinisch verflgbare Kinaseinhibitoren auf ihre antifibrotische
Wirkung bei PSZ zu untersuchen. Dabei dienten sowohl immortalisierte als auch priméare
Sternzellen als in vitro Modelle. An ihnen sollten sowohl die Effekte der SMI auf das
Zellwachstum als auch zytotoxische Nebenwirkungen wie Zelltod evaluiert werden. Ein
weiterer Schwerpunkt war die Analyse der molekularen Wirkungsweise auf
Signaltransduktionsebene. Dazu wurden der Ras/Raf/MEK/ERK- und PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg untersucht. Die Modulation der Sternzellaktivierung und Aktivitdtsparameter von
PSZ wurden mittels Genexpressionsstudien analysiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen mdgliche Therapieoptionen zur Behandlung der
Pankreasfibrose aufweisen. Ausgehend von den in vitro Resultaten ware nun die Testung
der Kinaseinhibitoren im Tiermodell denkbar.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Gerat Hersteller Seriennummer
Brutschrank (HERA cell 150) Thermo Fisher Scientific 40862222
Echtzeit-PCR-Cycler (ViiA 7) + Software | Applied Biosystems 27882087
Elektrophoresekammer (Mini-Protean Bio-Rad Laboratories 550BR 047080
Tetra System)
Feinanalysewaage (Chyobalance JL 200) | Dynatech 90610
Flockeneisbereiter (AF 103) Scotsmann Ice Systems 3006 ES1L
Heizblock (Test tube heater SHT1) Bibby Scientific Limited 5278
Heizblock (Thermomixer comfort) Eppendorf AG 5355ZK947672
Magnetrihrer (MR 2002) Eppendorf AG -
Mikroskop (Axiovert 25) Carl Zeiss AG 667234
Multipette plus Eppendorf AG -
NanoPhotometer P-Class Implen 6303
Odyssey Infrared Imager und Application Li-Cor Biosciences GmbH | ODY-1790
Software Version 3.0
pH-Messgerat (Five Easy FE20) Mettler-Toledo GmbH 1229215156
Pipetboy Integra Biosciences GmbH | 625935
Pipetten (Research 0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl; )
2:20 pl: 10-100 pl; 20-200 pil: 100-1000 ply | EPPENOr AG
Photometer (Anthos Reader 2001 (AR
8003 — 10 700)) Anthos labtec 1098
Plattenluminometer (Glomax

E+11

Multidetection System) Promega GmbH 9,30101E+
Plattenschittler (MTS 4) IKA-Labortechnik 173-05
Semi-Dry transfer cell (Trans-blot SD) Bio-Rad Laboratories 221BR 50583
Schittler - Rocky 3D Labortechnik Frobel GmbH | 4024
Sterilwerkbank (KR-130) Kojair Tech Oy 16170-3

Stromversorgungsgerat (PowerPac 1000)

Bio-Rad Laboratories

043BR 15558

UV-Messsystem

Intas

Vortexer (MS2 Minishaker)

IKA Labortechnik

3.112.318

Wasserbad (1083)

GFL Gesellschaft fur
Labortechnik GmbH

Wasserbad (WiseBath)

WITEG Labortechnik GmbH

4,00701E+12

Zentrifuge (Mikro 200 R (2405))

Hettich Lab Technology

0000778-02-00

Zentrifuge (Rotina 46 R (4610))

Hettich Lab Technology

0003058-01-00
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2.1.2 Allgemeine Labormaterialien

Material

Hersteller

15 ml Réhrchen, 50 ml Rdéhrchen

Greiner Bio-One

96 half-area Kulturplatten

Greiner Bio-One

Deckglaschen

Carl Roth GmbH + Co. KG

Dual Filter Tips 0,1-1000 pl

Eppendorf AG

Erlenmeyerkolben

Kavalierglass, Co. Ltd

Kulturplatten (6-, 12-, 24 Wells)

Greiner Bio-One

Pipettenspitzen (0,1-1000 pl)

Eppendorf AG

PVDF-Transfermembran

Merck Millipore

ReaktionsgefaBe (0,6 ml; 1,5 ml;
2 ml; 5ml)

Eppendorf AG

Sterile Pipetten 5 und 10 ml

Greiner Bio-One

Whatman-Papier

Carl Roth GmbH + Co. KG

Zahlkammer Neubauer improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

2.1.3 Reagenzien und Losungen fiir die Zellkultur

Reagenz/Losung

Anmerkung

Hersteller

Dactolisib

in DMSO gel6st,
Stammlésung 2 1 mM

Selleckchem

Fetales Kalberserum (FKS)

Hitzeinaktivierung bei 56 °C fur
30 min

PAA Laboratories
GmbH

Stammlésung 2 10 mM

Iscove Basal Medium enthalt 3,024 g/l NaHCOs, Biochrom
stabiles Glutamin
nicht essentielle Aminosauren Gibco
(NEA, 100x)
Phosphate buffered saline L . .
(PBS. 10x) pH 7,4; mit Aqua dest. verdinnt | Gibco
Penicillin-Streptomycin 10000 U/ml Penicillin, Gibco
Stammi6sung (100x) 10000 pg/ml Streptomycin
e in Ethanol gelbst,
lleckch
Perifosin Stammldsung 2 10mM Selleckchem
, in DMSO gel6st,
Regorafenib Stammldsung 2 10 mM Selleckchem
Trametinib in DMSO gelost, Selleckchem




2 Material und Methoden

18

Sigma-Aldrich Chemie

Trypanblau GmbH
Trypsin-EDTA 0,05 % in PBS angesetzt Gibco
: in DMSO gel6st
Vemurafenib Stammldsung 2 20 mM Selleckchem
2.1.4 Losungen fur die Zellproliferationsmessung
Reagenz Anmerkung Hersteller

BrdU (colorimetric)

enthélt BrdU-Reagenz, Fix-Denat,
Zellproliferation - ELISA, | Antikdrper Dilutionslésung,
Anti-BrdU-POD, Waschpuffer-
ansatz, Substratlésung

Roche Diagnostics GmbH

Schwefelsaure

1 M, als Stopplésung verwendet

2.1.5 Loésungen flir die Zytotoxizitatsmessung

Reagenz Anmerkung Hersteller
- enthélt Analysepuffer,
- ™
CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay AAF-Glo Substrat, Digitonin Promega GmbH

2.1.6 Losungen und Antikorper fur die Proteinanalytik

Priméarantikorper Quelle Hersteller Katalognummer

AKT Kaninchen, Cell Signaling # 4691

monoklonal Technology
Sigma-Aldrich

o-SMA Maus, monoklonal Chemie GmbH A 2547

ERK Kaninchen, Cell Signaling #9102

(p44/42 MAP Kinase) polyklonal Technology

GAPDH Kaninchen, Cell Signaling 4118
monoklonal Technology

070S6-Kinase Kaninchen, Cell Signaling #5707
monoklonal Technology

Phospho-AKT Kaninchen, Cell Signaling # 4060
monoklonal Technology
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Phospho-ERK Kaninchen Cell Signalin

(Phospho-p44/42 MAP | 21171 Technglo g #9102

Kinase) poly 9y

Phospho-p70S6-Kinase Kaninchen Cell Signaling #9234
monoklonal Technology

Sekundarantikorper Quelle Hersteller Katalognummer

IRDye 680CW Anti- , Li-Cor Biosciences

Maus Ig Ziege, polyklonal GmbH 926-32220

IRDye 800CW Anti- , Li-Cor Biosciences

Kaninchen Ig Ziege, polyklonal GmbH 926-32211

Reagenz Anmerkung Hersteller

40 % Acrylamid/
Bis-Solution, 29:1

Bio-Rad Laboratories

Ammoniumpersulfat (APS)

APS 10 %: 100 mg
Ammoniumpersulfat in 1 ml
Aqua dest. geldst

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Anodenpuffer 1

pH 10,4

18,17 g Tris (300 mM)
100 ml Methanol (20 %)
— ad 500 ml Aqua dest.

Carl Roth GmbH + Co.

J.T.Baker

KG

Anodenpuffer 2

pH 10,4

1,514 g Tris (25 mM)
100 ml Methanol (20 %)
— ad 500 ml Aqua dest.

Carl Roth GmbH + Co.

J.T.Baker

KG

Blocklésung 5x

10 ml Blockldésungskonzentrat
— ad 50 ml PBS
0,0125 - 0,025 g Natriumazid

Rockland Immunochemicals

Gibco
Riedel-de-Haén

Kathodenpuffer

1,514 g Tris (25 mM)
0,376 g Glycin (40 mM)
100 ml Methanol (20 %)
— ad 500 ml Aqua dest.

81,81 g Tris Carl Roth GmbH + Co. KG

380,7 g Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG
Elektrophoresepuffer 3x | 57 1 g sbs Carl Roth GmbH + Co. KG

— ad 91 Aqua dest.

pH 9,4

Carl Roth GmbH + Co.
Carl Roth GmbH + Co.

J.T.Baker

KG
KG



http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CCcQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.riedeldehaen.de%2Fde%2Fprodukte.html&ei=AbM3VY-ICoL3PKmugMAI&usg=AFQjCNF75EFBefXJyBlMYjL6VDpzwtgiBQ&bvm=bv.91071109,d.ZWU
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2 % SDS Carl Roth GmbH + Co. KG
10 % Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG
Probenpuffer 5mM EDTA, pH 8 Applichem
62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8 Carl Roth GmbH + Co. KG
0,001 % Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie
5 % B-Mercaptoethanol GmbH
Proteinmarker prestained, New England Biolabs
Broad Range GmbH
pH 6,8
Sammelgelpuffer 6,06 g Tris Carl Roth GmbH + Co. KG
0,40 g SDS Carl Roth GmbH + Co. KG
— ad 100 ml Aqua dest.
pH 2,0
Stripppuffer 1,8 g Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG
20 g SDS Carl Roth GmbH + Co. KG
— ad 1000 ml Aqua dest.
6,0 g Tris Carl Roth GmbH + Co. KG
Transferpuffer 29,0 g Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG
10 % Methanol J.T.Baker
— ad 2000 ml Aqua dest.
Tetramethylethylendiamin Sigma-Aldrich Chemie
(TEMED) GmbH
pH 8,8
Trenngelpuffer 36,33 g Tris Carl Roth GmbH + Co. KG
0,80 g SDS Carl Roth GmbH + Co. KG
— ad 200 ml Aqua dest.
Tween-20 Carl Roth GmbH + Co. KG

2.1.7 Losungen fir die Nukleinsaureanalytik

Reagenz

Anmerkung

Hersteller

Agarose

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Assay on demand (Acta2;
a-smooth muscle actin; a-
SMA)

Rn01759928 g1

Life Technologies

Assay on demand (a1 type |
collagen, Col1at)

Rn01527840_m1

Life Technologies

Assay on demand (cyclin
D1; Ccnd1)

Rn00432360_m1

Life Technologies

Assay on demand (cyclin-
dependent kinase inhibitor
1A; Cdkn1A)

Rn00589996_m1

Life Technologies

Assay on demand (IL-6)

Rn00561420_m1

Life Technologies




2 Material und Methoden

21

Assay on demand
(hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase;
Hprt)

Rn01527840_m1

Life Technologies

Gebrauch 20 min autoklaviert

Assay on demand (Tgf-81) | Rn00572010_m1 Life Technologies
Sigma-Aldrich Chemie
Chloroform GmbH
mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat | .. Al .
DEPC-H.O versetztes Aqua dest., vor Sigma-Aldrich Chemie

GmbH

DNA-free DNase Treatment
& Removal DNase
Inactivation Reagent

enthalt DNase | Puffer,
rDNase | 2 U/,
nukleasefreies W asser

Ambion by Life
technologies

Ethanol 96 %

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Ethidiumbromid

Invitrogen

High capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

enthéalt Random Primer,
Reverse Transkriptase,
dNTP-Gemisch, RT Puffer,
nukleasefreies W asser

Applied Biosystems

High-density TBE-Sample
Buffer (5x)

Life Technologies

GeneRuler 1 kb DNA
Ladder

Fisher Scientific GmbH

MasterMix FastStart
Universal Probe Master
(Rox)

Roche Diagnostics GmbH

TriFast

PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Tris-Borat-EDTA-Puffer
(TBE, 10x)

2.1.8 Lésungen fiir die IL-6 Bestimmung

Ratten IL-6

antikdrper, Substratlésung,
Stopplésung

Reagenz Anmerkung Hersteller
Legend Max ELISA Kit mit argga: Alfegyézfggfgnp‘s Avidin
vorbeschichteten Platten fir ’ BioLegend
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2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete Zellen

Fir die Zellkulturarbeiten wurden sowohl immortalisierte als auch primare PSZ der Ratte
verwendet. Bei den immortalisierten Zellen handelt es sich um eine immortalisierte LTC-7-
Zelllinie, die durch retroviralen Gentransfer der ,SV-40 large T-antigen encoding region*
generiert wurde (Sparmann et al., 2004; Jaster et al., 2005). Die primaren PSZ stammten aus
zwolf ca. drei Monate alten mannlichen Lewis-Ratten (Charles River Wiga Deutschland GmbH,
Sulzfeld, Deutschland). Fir die Gewinnung der Zellen wurden die Pankreata mit einem
Gemisch aus Kollagenase P (0,05 %), Protease 1X (0,02 %) und Desoxyribonuklease (0,1 %)
in Hank’s buffered salt solution behandelt. Die Auftrennung der unterschiedlichen
Zellpopulationen erfolgte mittels Nycodenz-Dichtegradientenzentrifugation (Jaster et al., 2002;
Apte et al., 1998). Dabei setzten sich die PSZ aufgrund ihres hohen Lipidgehalts als ringférmige
Fraktion oberhalb des Zell- und Debrispellets ab. Sie wurden als frisch isolierte Zellen in
Einfriermedium (90 % FKS, 10 % DMSO) resuspendiert, bei — 150 °C in einer Tiefklhltruhe
gelagert und bedarfsgerecht in Kultur genommen. Die Kontamination mit anderen Zellen des
Pankreas reduzierte sich mit jedem Mediumwechsel auf schlieBlich unter 5 %, da PSZ im
Gegensatz zu Azinuszellen an Plastikoberflachen adharieren kénnen. Hinzu kam die hohe
proliferative Aktivitat kultivierter PSZ, die zu einem raschen Uberwachsen anderer adharenter
Zellen, wie Monozyten/Makrophagen, fiihrte. Die PSZ wurden von Mitarbeitern der
Forschungsgruppe von Herrn Prof. Jaster zur Verflgung gestellt.

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen mittels Sterilwerkbank mit laminarem
Luftstrom durchgefihrt. Dem Kulturmedium (500 ml) wurden 5 ml NEA und 5 ml
Penicillin/Streptomycin sowie FKS hinzugefiigt. Der Anteil an FKS richtete sich nach den
verwendeten Zellen. Bei den LTC-7 Zellen wurde Medium mit 10 % FKS und bei den
Priméarzellen Medium mit 17 % FKS verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter
Standardbedingungen in einem Inkubator bei 37 °C, einer Kohlenstoffdioxidbegasung von 5 %
sowie einer wassergesattigten Atmosphare. Soweit nicht anders angegeben, unterschied sich
der Versuchsablauf zwischen immortalisierten und primaren PSZ nicht. Die Anzahl der fir
einen Versuch eingesetzten Zellen wurde dabei so gewahlt, dass die unbehandelten Zellen
der Kontrolle wahrend des Versuches nicht konfluent wuchsen.

Die Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in ihr Kulturmedium Gberfihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen kurz zentrifugiert. Der MediumUberstand wurde entfernt und
das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Nun wurden die Zellen auf einer
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6-Well-Kulturplatte ausgesat. Das Wachstum der Zellen wurde taglich mikroskopisch
kontrolliert. Falls nétig, erfolgte ein Mediumwechsel. Bei einer Wellkonfluenz von ca. 90 %
wurden die Zellen passagiert. Die LTC-7-Zellen wurden bis zu zehnmal passagiert, bei den
Primarzellen erfolgte eine Passagierung bis zu zweimal. Dazu wurde das Medium abpipettiert
und das Well mit PBS gespilt. Die Zugabe von 0,05 % Trypsin diente der enzymatischen
Adhasiolyse der Zellen. Die Einwirkzeit des Trypsins betrug 5 min bei
Standardkulturbedingungen. Zeigten sich die Zellen danach unter dem Mikroskop als
abgerundet, wurden die Zellen wieder in Medium aufgenommen und fir 5 min bei 400 x ¢
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit frischem Medium resuspendiert und dieselbe Menge
Zellsuspension und Tryptanblau fir die Zellzahlung in Neubauerzdhlkammern eingesetzt.
Danach erfolgte die Einsaat der Zellen flr die Versuche.

2.2.3 Quantifizierung des Zellwachstums

Die Proliferationsleistung von Zellen spiegelt sich in ihrer DNA-Syntheseleistung wider. Das
synthetische 5-Brom-2-Desoxyuridin (BrdU) kann in der S-Phase des Zellzyklus anstelle von
Thymidin in die DNA von sich teilenden Zellen eingebaut werden. Mittels
fluoreszenzmarkiertem Anti-BrdU kann die Menge des eingebauten BrdU photometrisch
detektiert werden. Dieser BrdU-Einbau dient somit als MaB flr die Zellproliferation. Um diesen
Parameter bewerten zu kénnen, wurde ein weiterer Versuch zur Zytotoxizitat der Inhibitoren
durchgeflihrt (siehe 2.2.4).

Far diesen Versuch wurden jeweils 1.000 LTC-Zellen bzw. 2.000 primare PSZ pro Well auf
einer 96-W ell-Kulturplatte eingesat. Nach Adhasion der Zellen Gber Nacht erfolgte die Zugabe
der Inhibitoren durch einen Mediumwechsel. 24 h spater wurde BrdU in einer
Endkonzentration von 10 umol/l eingesetzt. Nach weiteren 24 h wurde die Inkubation mit dem
Inhibitor und BrdU beendet und der Versuch ausgewertet. Dazu wurde die DNA denaturiert,
um sie dem Anti-BrdU-Antikdrper zuganglich zu machen. Dieser Antikorper ist an eine
Peroxidase gekoppelt, die die Umwandlung des anschlieBend hinzugegebenen Substrates in
ein fluoreszierendes Produkt katalysiert. Die Menge des in die DNA eingebauten BrdUs
korreliert dabei mit der Menge des entstehenden Produkies. Die Peroxidasereaktion wurde
durch Zugabe von Schwefelsaure (1 M) beendet und die Extinktion des fluoreszierenden
Produktes bei einer Wellenlange von 450 nm photometrisch gemessen.
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2.2.4 Quantifizierung der Zytotoxizitat

Sowohl eine Hemmung der Zellproliferation als auch Zelltod senken den oben beschriebenen
BrdU-Einbau. Um den Einfluss der Inhibitoren auf den Zelltod zu evaluieren, wurde der
CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay angewendet. Dieser Assay macht sich zunutze, dass tote
Zellen ihre Membranintegritdt verlieren und dabei Proteasen freisetzen, die mittels
Lumineszenzverfahren detektiert werden kdnnen.

In diesem Versuch wurden jeweils 1.000 LTC-Zellen bzw. 2.000 primare PSZ pro Well auf
einer 96-Well- Platte eingesetzt. Am nachsten Tag erfolgte die Zugabe des Inhibitors mittels
Mediumwechsel (50 pl/Well). Zusatzlich wurde als Positivkontrolle der Effekt des pro-
apoptischen Staurosporins untersucht. Nach 48 h unter Inhibitor- bzw. Staurosporineinwirkung
wurde jedem Well 25 ul CytoTox-Glo Cytotoxicity Assayreagenz hinzugegeben und fir 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses Substrat reagiert mit den von toten Zellen freigesetzten
Proteasen unter Bildung eines lumineszierenden Komplexes. Diese Lumineszenz wurde
mittels Glomax Multidetektionssystem gemessen. Da das Assayreagenz intakte Membranen
lebender Zellen nicht durchdringen kann, erfolgte nun die Lyse aller vitalen Zellen durch
Zugabe einer 0,66 %igen Digitoninlésung. Die dadurch freigewordenen Proteasen kénnen nun
auch eine lumineszierende Verbindung mit dem Assayreagenz eingehen. Nach 15-minUtiger
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine weitere Lumineszenzmessung. Da dieser Wert
nun mit der Gesamtzellzahl korrespondiert, kann der Anteil vitaler Zellen durch Subtraktion der
Lumineszenz der toten Zellen (1. Messung) von der der Gesamtzellzahl (2. Messung)
berechnet werden.

2.2.5 Proteinanalytik

2.2.5.1 Probengewinnung

Die Zellen wurden fir diesen Versuch auf 24-Well-Platten ausgesat. Hierbei gab es zwei
unterschiedliche Versuchsablaufe. Das eine Versuchsprotokoll sah vor, die Zellen fir 48 h mit
oder ohne den jeweiligen Inhibitor mit serumhaltigem Medium zu behandeln, sobald die Zellen
Subkonfluenz im Well erreichten. Im zweiten Versuchsprotokoll erfolgte ein Mediumwechsel
mit serumfreiem Medium. Dieses verblieb fir 15 h Uber Nacht auf den Wells. Erst danach
wurde der Inhibitor (in serumfreiem Medium verdiinnt) in das noch im Well befindliche Medium
hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde mit der Restimulation der Zellen
begonnen. Dabei wurde so viel FKS zum serumfreien Medium hinzugefiigt, dass der
resultierende FKS-Gehalt bei den LTC-Zellen 10 % und bei den primaren PSZ 17 % betrug.
Die Restimulation geschah zeitversetzt, sodass zunachst die 60-mindtige, spater die 20- und
5-minitige FKS-Restimulation erfolgten und damit alle Proben zeitgleich geerntet werden
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konnten. Bei einigen Wells wurden die Zellen nicht restimuliert (0 min Probe). Flr jeden
Inhibitor, genauso wie fir die korrespondierende Kontrolle, wurde eine Serie bestehend aus
0 min, 5 min, 20 min und 60 min Restimulation erstellt.

Die Probengewinnung verlief bei beiden Versuchsablaufen identisch. Dazu wurde nach der
Entfernung des Mediums 75 pl vorgewarmter Probenpuffer je Well hinzugefligt und die Probe
in ein Reaktionsgefal Uberflhrt. Dieser Probenpuffer enthielt Natriumdodecylsulfat (sodium
dodecyl! sulfate, SDS) in einer Endkonzentration von 2 %. Dabei handelt es sich um ein
anionisches Tensid, welches an hydrophobe Bereiche der Proteine bindet und im Komplex zu
einer Negativierung der Ladung flihrt. Zusammen mit dem ebenfalls im Puffer enthaltenen
5 %igen B-Mercaptoethanol zerstért das SDS die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der
Proteine. Eine weitere Eigenschaft des p-Mercaptoethanols ist die Reduktion vorhandener
Disulfidbricken. Somit hangt die Auftrennung der Proteine in der spéater folgenden
Gelelektrophorese lediglich von ihrer molaren Masse ab. Nach Uberfilhrung in ein
Reaktionsgefal3 wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C gekocht, um vorhandene Proteasen
zu inaktivieren und anschlieBend flr weitere 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die so
gewonnenen Proteinproben wurden bis zum Gelauftrag bei -20 °C gelagert.

2.2.5.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das Verfahren der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekilmasse in einem elektrischen Feld.
Durch eine Gelmatrix wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode. Diese Gelmatrix
bestand aus zwei unterschiedlichen Gelen, um scharfere Banden zu erhalten. Zunachst
wanderten die Proteine ohne Auftrennung durch das Sammelgel. An der Grenze zum Trenngel
erfolgte die Fokussierung der Proben. Das 8 %ige Trenngel besal3 kleinere Poren als das
Sammelgel. Kleinere Proteine konnten diese Poren einfacher als gréBere Proteine passieren,
wodurch eine Auftrennung der EiweiBe nach dem Molekulargewicht erfolgte.

Bestandteil Kleines Gel (7,06 ml) GroBes Gel (33,07 ml)
H-O 3,12 ml 14,70 ml
Trenngelpuffer 1,75 ml 8,25 ml
AcrylamidstammIésung 40 % 2,10 ml 9,90 ml
10 % APS 75,00 pl 0,20 ml
TEMED 15,00 pl 20,00 pl

Tab. 2.1: Trenngelzusammensetzung
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Bestandteil Kleines Gel (1,55 ml) GroBes Gel (8,24 ml)
H-0 950,0 pl 5,1 ml
Sammelgelpuffer 400,0 pl 2,1 ml
Acrylamidstammldsung 40 % 187,5 pl 1,0 ml
10 % APS 10,0 pl 30,0 ul
TEMED 5,0 ul 10,0 pl

Tab. 2.2: Sammelgelzusammensetzung

Das spater durchgeflhrte Blotting-Verfahren bestimmte die GréBe der verwendeten Gele.
Beim Semi-Dry-Verfahren kamen kleine Gele zum Einsatz. Damit wurden die Proteine des
PI3-K/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges sowie des Aktivierungsmarkers
o-SMA analysiert. Um die Proteine des p70-S6-Kinase-Signalweges quantifizieren zu kénnen,
war eine starkere Proteinauftrennung notwendig, weshalb gro3e Gele Anwendung fanden.
Zunachst wurde das Trenngel in vorbereitete Glaskammern bis ca. 1 cm unterhalb der
spateren Auftragetaschen gegossen und die Grenzschicht mit Aqua dest. tberschichtet. Nach
erfolgter Auspolymerisation des Gels wurde das Wasser wieder entfernt und das Sammelgel
hinzu gegossen. In dieses wurde ein Kamm fiir die Auftragetaschen eingesetzt. Sobald das
Sammelgel auspolymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und die Glasplatten in die mit
Elektrophoresepuffer gefiillte Elektrophoresekammer Uberfihrt. Das Auftragen der Proben
erfolgte mit jeweils 10 pl bei den kleinen Gelen bzw. 30 pl bei den groBen Gelen. Pro Gel
wurde auch ein Protein-Molekulargewichtsmarker mit 3 pul (kleines Gel) bzw. 20 pl (groBes
Gel) eingesetzt. Bei einer Spannung von 200 V wurde nun die Elektrophorese durchgefihrt,
bis die Lauffront die Unterkante der Glasplatte erreichte.

2.2.5.3 Proteintransfer auf eine Membran

In diesem Schritt erfolgte die Ubertragung der Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF-Membran) mittels Semi-Dry- bzw. Tankblot-Verfahren. Dazu wurde beim
Semi-Dry-Blotting ein elektrisches Feld mit 250 mA pro Gel (max. 25 V) senkrecht zur
urspringlichen Laufrichtung der Proteine fir eine bis anderthalb Stunden angelegt. Dabei
befand sich das Gel tiber der Membran, wodurch die Proteine nach unten Ubertreten konnten
und in der Membran gebunden wurden. Umgeben wurden Gel und Membran von in
unterschiedlichen Puffern getrankten Whatman-Filterpapieren, die als lonenreservoir dienten.
Ganz unten befanden sich zwei Lagen von in Anodenpuffer 1 und eine Lage von in

Anodenpuffer 2 inkubiertem Filterpapier. Dartber folgte die zuvor in Methanol, Aqua dest. und
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Anodenpuffer 2 vorbehandelte Membran. Auf diese wurde dann das Proteingel gelegt und mit
drei mit Kathodenpuffer getrankten Filterpapieren bedeckt.

Im Gegensatz dazu findet das Tankblot-Verfahren in ausschlieBlich feuchter Umgebung statt.
Auch hier wurde die PVDF-Membran mit Methanol und Aqua dest. aquilibriert, bevor die
Membran im Transfer-Sanawich platziert wurde. Dabei handelte es sich um ein Konstrukt aus
Schwamm-Papier-Gel-Membran-Papier-Schwamm. Dieses Sandwich wurde vertikal in den
Tank-Blot gestellt und mit Transferpuffer umgeben. Der Blotting-Vorgang wurde tber Nacht
bei 200 mA und einer Umgebungstemperatur von 4 °C durchgefihrt.

Nach Ablauf des Proteintransfers wurde die Membran zuné&chst kurz in PBS gewaschen und
danach fir eine Stunde oder bei 4 °C Uber Nacht in Blocklésung (mit PBS verdlnnt) inkubiert,

um freie Bindungsstellen zu besetzen.

2.2.5.4 Spezifischer Proteinnachweis (Immunoreaktion)

Nach dem Blocken der Membran wurde nun der Primarantikérper hinzugegeben. Dieser wurde
nach Herstellerangaben in der Blockldsung mit 0,1 % Tween20 verdlinnt und verblieb Uber
Nacht bei 4 °C unter leichtem Schutteln auf der Membran. Der Primarantikérper bindet dabei
an das gesuchte Protein. Nun wurde die Membran viermal mit PBS mit 0,1 % Tween20
gewaschen, um nicht gebundenen Primarantikdrper zu entfernen, bevor die Zugabe des
fluoreszierenden Sekundéarantikdrpers erfolgte. Dieser war gegen Maus- oder Kaninchen-lgG
gerichtet und mit den Fluoreszenzfarbstoffen IRDye 680CW (rot) bzw. 800CW (griin) markiert.
Der Sekundarantikérper verblieb fir 30 min bei Raumtemperatur auf der Membran. Danach
wurde die Membran wieder viermal mit PBS mit 0,1 % Tween20 und einmal mit PBS
gewaschen, um letzte Rlckstande des Sekundéarantikérpers zu entfernen.

2.2.5.5 Detektion mittels Odyssey Infrared Imaging System

Zur Auswertung dieses Versuchs erfolgte die Detektion und Quantifizierung der Signale am
Odyssey Infrared Imaging System (Softwareversion 3.0). Dazu wurde eine
Anregungswellenldnge von 800 nm fur IRDye 800CW und 680 nm fir IRDye 680CW
ausgewahlt.

Um die Membran danach mit weiteren Primarantikdrpern inkubieren zu kénnen, wurde der nun
noch gebundene Antikérper mittels Stripping-Buffer fir zweimal 15 min bei 65 °C im
Wasserbad abgeldst. Daraufhin wurde die Membran viermal fir 10 min mit PBS gewaschen
und fir eine Stunde unter leichtem Schitteln mit Blocklésung inkubiert, bevor der nachste
Primarantikérper hinzugegeben werden konnte. Die Analyse des house-keeping Proteins
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH) diente der Detektion von
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Ladungsunterschieden. Zur Bestimmung des Aktivierungszustandes der Signalwege wurde
der Quotient der Signalintensitdten aus phosphorylietem und korrespondierendem
Gesamtprotein gebildet, wohingegen der Aktivierungsmarker o-SMA mit dem house-keeping
Protein abgeglichen wurde. Einzelheiten dazu sind in den jeweiligen Abbildungslegenden
beschrieben.

2.2.6 Nukleinsaureanalytik

Diese Versuche dienten dazu, Inhibitoreffekte auf die wichtigen Gene der Sternzellaktivierung
und der Zellzyklusregulation zu untersuchen. Hierbei wurden nur Versuche an primaren PSZ
duchgefihrt, indem diese fiir 24 h mit dem jeweiligen Inhibitor- bzw. Kontrollmedium inkubiert
wurden. Es folgten die Isolation der RNA und ihre Umschreibung in cDNA mittels Reverser
Transkriptase, woran sich die Quantifizierung der Expression individueller Gene durch die
Anwendung der TagMan-Technologie anschloss.

2.2.6.1 Isolation der RNA

Zunachst wurde das Medium aus den Vertiefungen der 12-Well-Platte entfernt und die Zellen
mit jeweils 250 pl TriFast vom Plattenboden abgeldst und lysiert, um sie in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefa3 zu Uberfihren. Nach finfminltiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte
die Zugabe von 60 pl Chloroform zu den lysierten Zellen. Nach Durchmischung des
GefaBinhaltes und einer zehnminitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die
Proben bei 24.100 x g und 4 °C fir 15 min zentrifugiert. Dadurch setzte sich eine wassrige
Phase ab, die in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt werden konnte. Diese oben liegende
farblose Phase enthélt die Gesamt-RNA und wurde im Folgenden mit 150 pl Isopropanolol je
Reaktionsgefa3 fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor eine Zentrifugation der
Proben fiir 10 Minuten erfolgte. Der hierbei entstandene Uberstand wurde entfernt und jeweils
1 ml Ethanol (75 % mit DEPC-W asser versetzt) zum abgesetzten RNA-Pellet hinzugegeben.
Nach erneuter, diesmal flinfminiitiger Zentrifugation wurde der Ethanol-Uberstand méglichst
vollstandig entfernt und das Pellet fir etwa 15 min getrocknet. Nun konnte es in 20 pl
0,1 % igem DEPC-Wasser aufgenommen werden und fir 10 Minuten bei 65 °C inkubieren.
Die so isolierte RNA konnte bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

2.2.6.2 DNase-Verdau

Um eventuell noch bestehende DNA-Reste zu entfernen, erfolgte der DNase Verdau. Dabei
wurden jeweils 1 pl DNase-Puffer und 1 pl rDNase zu den Proben hinzugegeben. Die Enzyme
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verblieben fir 30 min bei 37 °C auf den Proben, bevor die Reaktion mit
1 ul DNase-Inaktivierungsreagenz beendet wurde. Dieses wurde flir 2 min unter
gelegentlichem Schitteln mit den Proben inkubiert und setzte sich nach einer folgenden
Zentrifugation bei 9.300 x g fir 1,5 min am Boden des Reaktionsgefaes ab. Der DNA-freie
RNA-Uberstand konnte nun in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberfiihrt werden.

2.2.6.3 AQuantitative RNA-Bestimmung

Um in der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QPCR) definierte RNA-Mengen
einsetzen zu kénnen, wurde nach jeder Isolation der RNA-Gehalt der Probe mit einem
Nanophotometer bestimmt. Dabei macht man sich zunutze, dass die RNA UV-Licht im Bereich
von 230 bis 260 nm absorbieren kann. Zum einen kann man hierdurch die RNA-Konzentration
ermitteln, zum anderen ist aber auch eine Aussage Uber die Reinheit der RNA mdglich.
Darlber gibt der Quotient der bei W ellenlangen von 260 und 280 nm gemessenen Extinktionen
Auskunft. Nukleinsauren besitzen ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm, Phenole und Proteine
hingegen bei 280 nm. Der Extinktions-Quotient 260/280 nm sollte bei mindestens 1,8 liegen,
da darunterliegende Werte fur eine starke Kontamination der RNA mit Proteinen sprechen.

2.2.6.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Qualitat der RNA zu Uberprifen, erfolgte eine Analyse der Proben mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurde 1,5 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben eingewogen und
mit TBE-Puffer (0,5 x in DEPC-Wasser) auf ein Volumen von 150 ml aufgeflllt. Die so
entstandene Lésung wurde fir 2 min in der Mikrowelle erhitzt. AnschlieBend wurden
1,5 ul Ethidiumbromid (1:100.000) hinzugegeben und der Kolbeninhalt durch Schwenken
durchmischt. Das 1% ige Agarosegel kihlte wahrend der folgenden 15 min ab und konnte
dann in eine bereits vorbereitete Gelkammer mit eingesetztem Taschenkamm gegossen
werden.

Waéhrend das Gel auspolymerisierte wurde 1 pg der zu untersuchenden RNA mit 3 pl TBE-
Sample-Buffer (5x) vermischt. Hierzu wurden 11 ul DEPC-freies W asser pipettiert, sodass ein
Gesamtvolumen von 15 pl resultierte. Das nun ausgehartete Agarosegel wurde in die
Elektrophoresekammer gelegt und mit TBE-Puffer Gberschichtet. Nach Entfernung des
Taschenkamms wurden 15 pl Reaktionsansatz pro Tasche eingesetzt. Ebenfalls wurden
10 ul DNA ladder 1 kb pro Gel aufgetragen. Die Auftrennung der RNA nach ihrer GréBe erfolgte
bei einer Spannung von 100 V und einer Laufzeit von 30 min. AnschlieBend konnte das
Agarosegel mit der Software Gel Imager unter einwirkendem UV-Licht ausgewertet werden.
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Abb. 2.1: Gelelektrophorese von 1 ug RNA
in einem Ethidiumbromid-haltigen
Agarosegel

Erkennbar sind die undegradierten ribosomalen
Banden der 18 S und 28 S RNA. Bei degradierter
RNA (rechts im Bild) sind keine klaren Banden
abgrenzbar.

28S—>»

18S—»

2.2.6.5 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkription

Bei der Reversen Transkriptase (RT) handelt es sich um eine RNA-abhangige DNA-
Polymerase, die die Umschreibung von RNA in cDNA ermdglicht. Durch ebenfalls
hinzugegebene Primer kann so aus der mRNA unter Einwirkung der RT ein komplementarer
DNA-Basenstrang entstehen, der mittels RNase - H von der mRNA abgetrennt wird.

Fur dieses Verfahren wurden 0,25 pg RNA mit DEPC-W asser bis zu einem Endvolumen von
10 pl verdinnt. Dazu wurden 10 pl Mastermix pipettiert.

Bestandteil Menge fiir 1 Probe (10 pl)
10x Puffer 2,0 ul
dNTPs 0,8 ul
Random Primer 2,0 ul
RT 1,0 pl
DEPC-Wasser 4.2 ul

Tab. 2.3: Mastermix-Zusammensetzung

Die RT-PCR lief in drei Phasen ab: Zunachst erfolgte die Inkubation des Reaktionsgemisches
bei 25 °C fur 10 min. Fir weitere zwei Stunden wurde eine Umgebungstemperatur von 37° C
geschaffen, bevor die Reaktion durch fliinfminttige Anwendung von 85 °C beendet wurde. Bis
zur weiteren Verwendung konnten die Proben nun bei -20 °C gelagert werden.

2.2.6.6 Quantitative Echtzeit-PCR (TagMan)

Diese Methode erlaubt es, quantitative Aussagen Uber Transkripte von Zielgenen in einer
Probe zu treffen. In einem Arbeitsschritt werden die Amplifikation, die Detektion des PCR-
Produkts (polymerase chain reaction) und dessen Quantifizierung miteinander verbunden.

Fir jedes Zielgen-Transkript findet eine entsprechende fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotidsonde Anwendung. Diese verhalt sich zu dem zu analysierenden cDNA-
Abschnitt komplementéar und liegt zwischen zwei im Reaktionsansatz ebenfalls enthaltenen
Primern. Die Sonde ist an ihrem 5° Ende mit einem Reporterfarbstoff und an ihrem 3 Ende mit
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einem Quencher verbunden. Dieser sorgt fir eine Unterdriickung des Fluoreszenzsignals,
solange die Sonde intakt ist. Die Primer kénnen durch die Tag-Polymerase verlangert werden.
Dabei handelt es sich um ein aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliertes Enzym,
welches Uber eine 5°-3"-Exonukleaseaktivitat verfligt. Kommt es nun zur Spaltung der Sonde,
verliert der Quencher die raumliche Nahe zum Reporterfarbstoff und dieser kann fluoreszieren.
Die Fluoreszenzstarke korreliert dabei mit der Konzentration des PCR-Produktes. Es gibt
einen Zeitpunkt, ab dem der Anstieg des Signals exponentiell verlauft. Damit kann man
Rackschllisse auf die Anfangskonzentration der zu quantifizierenden RNA ziehen. Konkret
erfolgte hierzu mit Hilfe der Software des Echtzeit-PCR-Cyclers eine Bestimmung des so
genannten Ct-Wertes, der den Beginn der exponentiellen Phase der PCR markiert (t steht
dabei flr threshold). Zum Ausgleich von probenspezifischen Unterschieden in der Gesamt-
RNA-Menge wurde das house-keeping Gen Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
(HPRT) eingesetzt.

Far die gPCR wurden 96-well-Multititerplatten verwendet. Ebenfalls gebraucht wurden ein
PCR-Mastermix und genspezifische Kombinationen aus Sonde und Primer (,Assays-on-

demand"”).
Bestandteil Menge fur 1 Probe (12,5 pl)
Primer/Sonden-Kombination 0,625 pl
DEPC-W asser 3,125 ul
Mastermix 6,250 pl
cDNA 2,500 pl

Tab. 2.4: Zusammensetzung PCR-Ansatz

Nachdem dieser PCR-Ansatz in jedes Well pipettiert worden war, konnte die Multititerplatte
mit einer vor Verdunstung schitzenden Folie abgedeckt werden. Die Platte wurde kurz
anzentrifugiert und in den Echtzeit-PCR Cycler eingesetzt. Die PCR wurde wie folgt

durchgeflhrt:

95 °C 10:00 min 1x
95 °C 00:15 min }

60 °C 01:00 min S0x

Die relative Expression des Zielgens im Vergleich zum house-keeping Gen lief3 sich wie folgt
berechnen:
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ACt = Ct zielgen — Ct HprT -

Um relative Quantifizierungen zu erhalten, erfolgte der Bezug zur unbehandelten Kontrolle:
AACt = ACt Probe — ACt Kontrolle -

Zur Berechnung der relativen Mengen an Zielgen-mRNA fand folgende Formel Verwendung:
2 — AACt .

2.2.7 Analyse des IL-6-Gehaltes mittels ELISA

Far die Quantifizierung der IL-6-Konzentration im Kulturmedium wurden primare PSZ fir 48 h
mit oder ohne den jeweiligen Inhibitor behandelt. Nach dieser Zeit wurde das Medium
abpipettiert und fir 20 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Proben bei - 80 °C gelagert.

Far die Auswertung der Proben wurde ein kommerzielles IL-6-ELISA-Kit verwendet. Auf dem
Boden der Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte waren bereits gegen IL-6 gerichtete coat-
Antikérper gebunden. Zu den Wells wurden jeweils 50 pl der Probe bzw. 50 ul der nach
Herstellerangaben hergestellten Verdiinnungen eines mitgelieferten |IL-6-Standards pipettiert.
Wahrend der zweistiindigen Inkubationszeit unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur
konnte das IL-6 des Probenmaterials eine Bindung mit dem Antikérper eingehen. Nachfolgend
wurde der Inhalt der Wells entfernt und die Platte viermal mit W aschpuffer behandelt, um nicht
gebundene Mediumbestandteile zu entfernen. Im Folgenden wurden jeweils 100 pl eines
biotinylierten Detektionsantikbrper hinzugegen. Dieser wurde ebenfalls wahrend der
einstindigen Inkubationszeit an das Antigen (IL-6) gebunden, wodurch ein Antikdrper-Antigen-
Antikérperkomplex entstand, der der Methode den Namen Sandwich-ELISA verlieh.
Uberschiissiger Detektionsantikdrper wurde durch viermaliges Waschen entfernt, bevor
Avidin-HRP-A- Lésung fir 30 min hinzugegeben wurde. Das Avidin ging eine Bindung mit dem
Biotin des Sekundarantikérpers ein. Das im folgenden Schritt hinzugegebene Substrat
(100 pl pro Well) wurde nachfolgend durch die Avidin-gekoppelte Peroxidase umgesetzt,
woraus ein Farbumschlag resultierte. Nach zehnmindtiger Inkubation im Dunkeln wurden
100 ul Stopplésung hinzugegeben und die Absorption bei 450 nm am Photometer (Anthos
Reader 2001) gemessen. Die Messwerte wurden mit der Software ELISAanalysis.com
ausgewertet.
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2.3 Statistische Auswertung

Alle dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert (SEM)
angegeben. Die Analyse statistischer Signifikanzen erfolgte mit dem Programm IBM SPSS
Statistics 20.0. Eingesetzt wurden der Kruskal-Wallis-Test mit darauffolgendem U-Test nach
Mann und Whitney als nichtparametrischer Test. Lediglich bei der Bestimmung von
statistischen Signifikanzen der Daten der IL-6-Analyse mittels ELISA (siehe 3.2.10) wurde die
einfaktorielle ANOVA verwendet. In allen Féllen wurde das Signifikanzniveau von p < 0,05
mittels Bonferroni-Korrektur fir den jeweiligen Versuch angepasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der LTC-7-Zellen

LTC-7-Zellen sind durch retroviralen Gentransfer aus PSZ entstandene immortalisierte
Zellen. Im Vergleich zu Primérzellen produzieren LTC-7-Zellen weniger a-SMA, welches
auch nicht in der typischen Faserstruktur angeordnet wird. Daher ist dieser Phanotyp
charakteristisch fiir den frilhen Ubergang von ruhenden zu aktivierten PSZ. Durch den
Gentransfer unbeeinflusst bleibt aber das Ansprechen der Zellen auf Mediatoren zur
Regulation der Zellproliferation (Sparmann et al., 2004). Hinzukommt, dass LTC-7-Zellen
unbegrenzt verfligbar und gut zu kultivieren sind. Daher eigneten sie sich, um in ersten
Versuchen die Effekte der ausgewahlten Kinaseinhibitoren auf PSZ zu untersuchen. Es
sollte festgestellt werden, welche Inhibitoren wirksam die Zellproliferation hemmen, ohne
dabei zytotoxisch zu sein. Ebenfalls Uberprift wurde die Fahigkeit der SMI, den von ihnen
adressierten Signalweg effektiv hemmen zu kénnen. All diese Versuche dienten dazu, die
optimale Dosierung der Inhibitoren zu finden, um diese dann in Studien an priméaren PSZ
anwenden zu kénnen.

3.1.1 Beeinflussung der Zellproliferation durch Kinaseinhibitoren

Zur Analyse des Wachstums von LTC-7-Zellen unter SMI-Einwirkung erfolgten
Proliferationsassays unter Verwendung des Einbaus von BrdU in die DNA, wie im
Methodenteil beschrieben. Dabei wurde ersichtlich, dass lediglich drei der vier ausgewahlten
Inhibitoren zu einer Hemmung der Zellproliferation fihrten (Abb. 3.1). Einzig der B-Raf-
Inhibitor Vemurafenib konnte trotz einer Steigerung der Dosis auf bis zu 10 uM keinen Effekt
auf die Proliferation von LTC-7-Zellen zeigen. Der Kinaseinhibitor Perifosin fihrte hingegen
ab einer Konzentration von 3 uM tendenziell zu einer Hemmung des Zellwachstums. Bei
Steigerung der Dosis auf 20 uM wurde dieser Effekt signifikant. Der BrdU-Einbau der Zellen
wurde dabei auf etwa die Halfte gesenkt. Der ebenfalls im mikromolaren Bereich wirksame
Multikinaseinhibitor Regorafenib fuhrte zu einer deutlichen Hemmung des BrdU-Einbaus, die
bereits ab einer Konzentration von 1 uM signifikant ausgepragt war. Durch Verzehnfachung
der Dosis konnte der proliferationshemmende Effekt etwa verdreifacht werden. Betrachtet
man die Wirkung von Trametinib auf die immortalisierten Sternzellen, so fallt auf, dass der
MEK-Inhibitor als einziger der vier Substanzen seinen Effekt im nanomolaren Bereich
entfalten konnte. Bereits ab einer Konzentration von 1 nM kam es zu einem signifikant
verminderten Einbau von BrdU in die DNA der Zellen.
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Abb. 3.1: Einfluss der Kinaseinhibitoren auf die Zellproliferation von LTC-7-Zellen
Immortalisierte Sternzellen wurden fir 48 h mit den gezeigten Substanzen in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. Fiir 24 h wurde BrdU mit einer Endkonzentration von 10 pumol/l eingesetzt.
100 % entspricht dem BrdU-Einbau unbehandelter Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM) aus
12 voneinander unabhangigen Replikaten. Fir die Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-U-
Test verwendet, * Bonferroni-korrigiertes p < 0,0042 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

3.1.2 Zytotoxischer Effekt der Inhibitoren

Ein verminderter BrdU-Einbau in die DNA von Zellen kann zum einen durch eine
Wachstumshemmung, zum anderen aber auch durch Zelltod infolge von Zytotoxizitat bedingt
sein. Um eine Aussage Uber die zellschadigenden Eigenschaften der Kinaseinhibitoren
treffen zu kénnen, wurde der CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay angewendet. Tote Zellen
setzen Proteasen frei, die durch ein Lumineszenzverfahren quantifiziert werden kénnen.
Nach der 48-stiindigen Versuchszeit waren in der unbehandelten Kontrolle 3 % der Zellen
abgestorben (Abb. 3.2). Im Vergleich dazu ergab sich bei dem, als Positivkontrolle
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dienenden, proapoptotischen Staurosporin ein Anteil toter Zellen von 61 %. Die
zytotoxischen Effekte der SMI bewegten sich dazwischen. Eine steigende Inhibitordosis
fihrte dabei immer zu vermehrter zellschadigender Wirkung. Statistisch signifikant war der
zytotoxische Effekt bei den jeweils hdchsten Konzentrationen von Vemurafenib und
Trametinib. Am starksten war die Zytotoxizitat bei 20 uM Perifosin, mit einem Anteil von 13 %
toter Zellen, ausgepragt. Alle Werte der Inhibitoren blieben aber weit unter der
zellschadigenden Wirkung des Staurosporins.
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Abb. 3.2: Zytotoxischer Effekt der Inhibitoren auf LTC-7-Zellen

LTC-7-Zellen wurden fur 48 h mit den gezeigten Substanzen in den angegebenen Konzentrationen
behandelt. Als Positivkontrolle diente das proapoptotische Staurosporin. Gemessen wurde die
Lumineszenz toter Zellen, die in Relation zur gemessenen Lumineszenz der Gesamtzellzahl gesetzt
wurde. Flr die Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-U-Test zusammen mit der Bonferroni-
Korrektur angewendet. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,0063 [*]. Die Anzahl der untersuchten
Proben betrug sechs. Aufgetragen sind die Mittelwerte (+ SEM).

3.1.3 Wirkungen der SMI auf Signaltransduktionsebene

Bereits in friheren Studien wurde die Bedeutung des PI3-K/AKT/mTOR- und
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges fir die Aktivierung von PSZ beschrieben (Jaster et al.,
2002; Masamune et al., 2003a; McCarroll et al., 2004). Daher wurden in Western-Blot-
Analysen diese Signalwege untersucht, indem die Expression und Phosphorylierung von
AKT bzw. ERK 1/2 quantifiziert wurden.

Dazu wurden LTC-7-Zellen mit serumfreiem Medium dber 15 h inkubiert, sobald
Subkonfluenz im Well erreicht war. Ziel des FKS-Entzugs war es, die durch Serum-
Wachstumsfaktoren unterhaltene Phosphorylierung von Proteinen der
Signaltransduktionsebene synchron in allen Zellen stark herabzusetzen. Am Folgetag wurde



37
3 Ergebnisse

der jeweilige, im serumfreien Medium verdiinnte, Inhibitor fir zwei Stunden hinzugegeben. In
der zweiten Stunde der Inkubation erfolgte die Restimulation der Zellen mit FKS fUr jeweils
festgesetzte Zeitrdume. Durch diese Restimulation war es mdéglich, einen zeitlich definierten
Impuls zu setzen, um Inhibitoreffekte unter standardisierten Bedingungen zu erfassen.
Wie bei allen Versuchen wurden unbehandelte Zellen als Kontrolle mitgeflhrt. Ohne FKS-
Restimulation  war lediglich eine schwache basale Phosphorylierung  der
Signaltransduktionsproteine vorhanden. Durch Hinzugabe von FKS konnte dieses Niveau
deutlich gesteigert werden und erreichte bei flinfminltiger Stimulationsdauer seinen
Hoéchstwert. Danach war ein leichter Abfall zu verzeichnen.

Abb. 3.3 enthalt die quantitative Auswertung der Western-Blot-Daten. Beispiele flr
Einzelblots sind anhand von Primarzellen spater in Abb. 3.7 gezeigt.

A) Aktivierungsgrad des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges
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B) Aktivierungsgrad des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges
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Abb. 3.3: Einfluss der Inhibitoren auf die Signaltransduktion in LTC-7-Zellen
Immortalisierte Sternzellen wurden durch 15-stiindigen Serumentzug des Mediums auf den Versuch
vorbereitet. Die aufgefiihrten SMI verblieben fiir 2 h auf den Zellen, die Dauer der Restimulation mit
FKS (auf 10 %) ist der Abszisse zu entnehmen. Die Proben wurden mittels Western-Blot Analyse
untersucht. Hierzu wurden die Signalintensitaten des phosphorylierten und des Gesamtproteins mit
der Odyssey Software 3.0 ermittelt. Die Quantifizierung von GAPDH (hier nicht gezeigt) diente zum
Ausschluss von Ladungsungleichgewichten. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Ratios aus
phosphoryliertem Protein und Gesamtprotein von zwei bis drei biologischen Replikaten. Aufgrund der
geringen Wertezahl wurde kein statistischer Test durchgefihrt.

Betrachtet man die Effekte der Inhibitoren auf den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg, so fallt auf,
dass Perifosin tendenziell zu einer Hemmung dieses Signalweges fuhrte (Abb. 3.3 A). Dieser
Effekt war insbesondere bei einer FKS-Restimulationsdauer von 5 und 20 min sichtbar. Mit
langer werdender FKS-Einwirkung glich sich der Aktivierungsgrad des PI3-K/AKT/mTOR-
Signalweges in den mit Perifosin behandelten Zellen denen der Kontrolle an. Alle anderen
SMI veranderten die Ratio aus phosphoryliertem AKT und Gesamtprotein nicht wesentlich.
Hingegen wurde die Expression von Proteinen des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges von drei
Kinaseinhibitoren beeinflusst (Abb. 3.3 B). Sowohl Regorafenib, als auch Trametinib
hemmten gleichstark die Phosphorylierung von ERK 1 und 2. Das Aktivierungsniveau wurde
konstant Uber den gesamten Versuchszeitraum durch beide Inhibitoren auf etwa ein Drittel
gesenkt. Unter dem Einfluss von Vemurafenib kam es hingegen tendenziell zu einer
Verstarkung der ERK-Phosphorylierung.
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3.1.4 Konsequenzen der Ergebnisse der LTC-7-Zellen fir die Versuche mit
primaren PSZ

Fasst man die Erkenntnisse der Versuche an immortalisierten Sternzellen zusammen, so
konnten nur zwei der vier Inhibitoren, Regorafenib und Trametinib, Gberzeugen: Vemurafenib
zeigte selbst bei hoher Dosis keinen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation. Auch kam
es zu keiner Adressierung eines fir PSZ wichtigen Signalweges. Deshalb wurde
Vemurafenib auch nicht in die Versuchsreihe mit primdren PSZ Ubernommen. Auf der
anderen Seite hemmte der Multikinaseinhibitor Regorafenib effektiv das Wachstum der
Zellen und unterdriickte die Phosphorylierung des ERK 1/2-Proteins des Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweges. Gleiches gilt fir den MEK-Inhibitor Trametinib. Auch unter dem Einfluss von
Perifosin kam es zu einer Unterdrlickung der Zellproliferation bei einer Verminderung des
phosphorylierten AKT-Proteins. Ein deutlicher Rickgang des BrdU-Einbaus zeigte sich aber
erst bei einer vergleichsweise hohen Konzentration von 20 uM. Gleichzeitig wurde ein neuer
vielversprechender PI3-Kinaseinhibitor mit zusatzlicher mTOR-Wirkung, das Dactolisib,
verflgbar, sodass im Folgenden Perifosin durch Dactolisib ersetzt wurde.
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3.2 Ergebnisse der primaren PSZ

3.2.1 SMI-Effekte auf die Zellproliferation

Zunachst wurden auch hier die Effekte der drei verbliebenen Kinaseinhibitoren auf das
Zellwachstum mittels BrdU-Analyse untersucht (Abb. 3.4). Nur bei zwei der drei SMI konnte
eine antiproliferative Wirkung nachgewiesen werden. Unerwartet war, dass Regorafenib im
Gegensatz zu seiner Wirkung bei LTC-7-Zellen konzentrationsabhangig zu einer
signifikanten Steigerung des Zellwachstums fiihrte. Bei einer Dosis von 10 uM wurde der
BrdU-Einbau der Zellen um etwa 40 % erhéht. Auf der anderen Seite behielt Trametinib
seine antiproliferative Wirkung auch bei den Primarzellen bei und wirkte hier sogar starker,
als es bei den immortalisierten Zellen der Fall war. Eine signifikante Hemmwirkung war ab
einer Konzentration von 1 nM nachzuweisen. Eine Dosis von 100 nM reduzierte das
Zellwachstum auf 22 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der neu
hinzugenommene Inhibitor ~ Dactolisib ~ zeichnete sich  ebenfalls durch eine
konzentrationsabhangige Wirkung im nanomolaren Bereich aus, die ab einer Dosierung von
10 nM signifikante Effekte zeigte. Wie auch schon beim Trametinib konnte hier die starkste
Wachstumshemmung bei einer Konzentration von 100 nM detektiert werden.
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Abb. 3.4: Hemmung der Zellproliferation von PSZ durch Regorafenib, Trametinib und
Dactolisib

Primare PSZ wurden fiir 48 h mit den angegebenen Inhibitoren behandelt. Fiir 24 h wurde BrdU in
einer Endkonzentration von 10 pmol/l hinzugegeben. Die Analyse erfolgte mittels BrdU-ELISA.
Abgebildet sind die Mittelwerte (+ SEM) aus 18 untersuchten Proben. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test bestimmt, nach Bonferroni-Korrektur betrug das
Signifikanzniveau p < 0,0056 [*].
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3.2.2 Synergistische Effekte von Trametinib und Dactolisib auf das
Zellwachstum

Die Kombination zweier Medikamente hat zum Ziel, die jeweilige Einzeldosis und die damit
verbundenen potenziell schadigenden Wirkungen zu senken, ohne an gewtinschter Wirkung
zu verlieren. Ob eine Kombination aus Trametinib und Dactolisib zu einer Verstarkung der
hemmenden Effekte auf die Zellproliferation flhrt, war die Fragestellung eines weiteren
BrdU-Einbautests. Dazu wurden niedrige Einzeldosen beider SMI in jeweils zwei
Dosierungen zu vier Kombinationen eingesetzt. Die folgende Grafik verdeutlicht (Abb. 3.5),
dass Trametinib und Dactolisib zusammen in allen Kombinationen Uber eine synergistisch
hemmende Wirkung auf die Zellproliferation verflgten. Bereits die Kombination aus 1 nM
Trametinib und 10 nM Dactolisib senkte den BrdU-Einbau der Primérzellen signifikant,
sowohl in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle, als auch gegeniiber der Wirkung der
jeweiligen Einzelsubstanzen. Je hdher die beiden Kinaseinhibitoren dosiert waren, desto
deutlicher fiel der antiproliferative Effekt auf die PSZ aus.
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Abb. 3.5: Synergistische Wirkung von Trametinib und Dactolisib auf den BrdU-Einbau
in PSZ

Die Priméarzellen wurden mit den angegeben Substanzen jeweils einzeln bzw. in Kombination Gber
48 h inkubiert. Daten von neun unabhangigen Replikaten wurden in die Berechnung der Mittelwerte
und des SEM einbezogen. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurden Signifikanzen der Werte beziglich
der unbehandelten Kontrolle (p < 0,0025 [*]) bzw. der jeweiligen Einzelsubstanzen (p < 0,0025 [#])
erhoben. Es wurde eine Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt.
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3.2.3 Zytotoxische Wirkung der Kinaseinhibitoren

Dieser Versuch diente dazu, eventuell zellschadigende Effekte der SMI auf primare PSZ
detektieren zu kénnen. Wie schon bei den immortalisierten Zellen wurde dies mittels eines
CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay analysiert. Es zeigte sich eine Rate von 10 % toter Zellen in
der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.6). Unter Einwirkung der Kinaseinhibitoren stieg dieser
Anteil leicht an, wobei sich keine Signifikanzen feststellen lieBen. Mit 21 % lag die Rate toter
Zellen bei Dactolisib in den Konzentrationen von 10 und 100 nM am héchsten. Betrachtet
man die Ergebnisse der Kombinationen aus jeweils zwei Konzentrationen von Dactolisib und
Trametinib, so fallt auf, dass die zytotoxische Wirkung im Vergleich zu den Einzelsubstanzen
nicht anstieg, sondern auf einem konstanten Niveau blieb. Einzig das als Positivkontrolle
dienende Staurosporin flihrte zu einem signifikanten Anstieg des Anteils toter Zellen.
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Abb. 3.6: Zytotoxische Effekte der Inhibitoren auf PSZ

Primare PSZ wurden fir 48 h mit den angegebenen Substanzen in mehreren Konzentrationen
behandelt. Um den Anteil toter Zellen zu berechnen, wurde der Quotient aus der gemessenen
Lumineszenz der toten Zellen sowie der Gesamtheit der Zellen gebildet. Dargestellt sind die
Mittelwerte (£ SEM) aus sechs voneinander unabhéangigen Proben. Als statistisch signifikant wurden
Werte von p < 0,0026 [*] im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle im Mann-Whitney-U-Test und nach
Bonferroni-Korrektur angenommen.
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3.2.4 Auswirkungen der SMI auf die Signaltransduktion

Wie schon bei den LTC-7-Zellen erfolgte bei den Priméarzellen die Untersuchung der fir die
Sternzellaktivierung wichtigen PI3-K/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwege. Dazu
wurden subkonfluent gewachsene PSZ Uber 15 h mit serumfreiem Medium inkubiert, bevor
die Zugabe der jeweiligen Inhibitoren, in serumfreiem Medium verdlinnt, erfolgte. In der
zweiten Stunde der Inkubation wurden die Zellen Uber definierte Zeitrdume mit FKS
restimuliert. Mittels Western-Blot-Analyse wurde durch die Bildung des Quotienten aus
phosphorylietem Protein und Gesamtprotein der Aktivierungsgrad des Signalweges
ermittelt. In Abb. 3.7 sind die Ergebnisse dieses Versuchs dargestellt. Soweit nicht anders
vermerkt, ist bei allen Grafiken zur Auswertung der Western-Blot-Daten zunachst ein
beispielhafter Blot in Teilabbildung A gezeigt. Teilabbildung B bzw. C dienen der
quantitativen Betrachtung des PI13-K/AKT/mTOR- bzw. Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges. Wie
auch bei den anderen Versuchen wurden unbehandelte Zellen als Kontrolle mitgefthrt. Sie
zeichneten sich durch einen sehr niedrigen Phosphoproteinspiegel aus, wenn sie nicht mit
FKS restimuliert worden waren. Ab einer Restimulationsdauer von 5 min konnte eine
Induktion der Phosphorylierung des AKT- und ERK-Proteins nachvollzogen werden. Dieses
Aktivierungsniveau des phosphorylierten AKT-Proteins Dblieb Gber die gesamte
Versuchsdauer konstant. Beim Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg ist die maximale Restimulation
bei 5 min FKS-Einwirkung zu verzeichnen. Danach findet ein Abfall der P-ERK1/2-Spiegel
statt. Daher ist fur beide Signalwege das Proteinverhéltnis aus phosphoryliertem und
Gesamtprotein bei 5 min FKS-Restimulationszeit, als Bezugspunkt flr die mit Inhibitor
versehen Proben, ausgewahlt worden.
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B) Hemmung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges durch Regorafenib und Dactolisib
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Abb. 3.7: Einfluss der SMI auf den PI3-K/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg
in PSZ

Far diesen Versuch wurde dem Zellmedium 15 h vor Zugabe der Inhibitoren das Serum entzogen. Die
Zellen wurden mit den SMI fir zwei Stunden ohne Serum im Medium inkubiert, in der zweiten Stunde
fand die Restimulation der PSZ mit FKS (Endkonzentration: 17 %) statt. Die Dauer der Restimulation
ist dem Kopf der Western-Blot-Bilder in der Abb. A bzw. der Abszisse in den Abb. B und C zu
entnehmen. Fir die Auswertung wurden mittels Odyssey Software 3.0 zunachst die Signalintensitat
des phophorylierten Proteins und spater des Gesamtproteins quantifiziert und daraus ein Quotient
gebildet. Dieser ist in Abb. B fiir den PI3-K/AKT/mTOR- und in Abb. C fiir den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg dargestellt. Das housekeeping-Protein GAPDH diente der Ladungskontrolle. Abb. A zeigt
typische Western-Blot Bilder der jeweiligen Inhibitoren. In die Signifikanzanalyse gingen Werte von
finf Einzelversuchen ein. Sie erfolgte unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests. Von statistischer
Signifikanz wurde ab einem P-Wert von p < 0,0167 [*] nach Bonferroni-Korrektur ausgegangen.
Gezeigt sind die Mittelwerte (+ SEM).
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Auch unter der Einwirkung von SMI waren die Basalwerte der Proteinphosphorylierung zum
Zeitpunkt 0 min sehr gering. Anders als bei den immortalisierten Zellen, war bei Regorafenib
eine signifikant starke Hemmung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges und nicht des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges zu beobachten. Das Verhaltnis von phosphoryliertem AKT
zum AKT-Gesamtprotein lie3 sich auch durch eine FKS-Restimulationsdauer von 60 min nur
minimal steigern.

Auch Dactolisib reduzierte klar die Phosphorylierung des AKT-Proteins Gber den gesamten
Versuchszeitraum. Das Hinzugeben von FKS bewirktie eine sehr geringe Steigerung des
P-AKT-Spiegels, wobei eine langere Restimulationszeit nicht zu einer Erhéhung des
Phosphoproteinanteils beitrug. Dactolisib, wie auch Regorafenib, flhrten nicht zu einer
Beeinflussung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges. Simultan zur Kontrolle kam es bei
beiden Inhibitoren zu einem Anstieg der P-ERK1/2/ERK1/2 Spiegel nach funfminitiger FKS-
Restimulation. Je langer die FKS-Wirkung anhielt, desto mehr naherten sich die
Proteinspiegel inrem Verhéltnis ohne FKS-Restimulation an.

Im Vergleich dazu kam es unter der Einwirkung von Trametinib zu einer deutlichen
Hemmung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges sowohl ohne FKS-Restimulation als auch
tber den gesamten Zeitraum der FKS-Einwirkung. Die héchste Aktivierung des P-ERK1/2
Proteins war bei 20 min FKS-Restimulationsdauer zu verzeichnen. Dennoch war dieser Wert
gegenlber der Kontrolle um etwa die Halfte reduziert. Im Gegensatz dazu war durch den
Einsatz von Trametinib auch ein leichter Anstieg im Aktivierungsgrad des PI3-K/AKT/mTOR-
Signalweges zu beobachten. So lag der Anteil von phosphorylietem AKT bei 5 und 20 min
FKS-Restimulationsdauer signifikant Gber den dazugehdérigen Kontrollwerten.

Somit riefen alle Kinaseinhibitoren eine Veranderung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges
hervor, aber nur unter Trametinib kam es zu einem Eingriff in die Aktivierung des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges.

3.2.5 Dosisabhéangige Wirkung von Dactolisib auf Signaltransduktionsebene

Die Hemmung der Zellproliferation ist abhangig von der eingesetzten Konzentration des
Inhibitors. Ob die steigende Dosis einer Substanz zu einer verstarkten Hemmung des
adressierten Signalweges fuhren kann, wurde im Folgenden exemplarisch fir die Wirkung
von Dactolisib auf den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg untersucht (Abb. 3.8). Primare PSZ
wurden unter serumfreien Bedingungen mit Dactolisib in den Dosierungen 10, 30 und
100 nM inkubiert, fUr definierte Zeiten mit FKS restimuliert und die Proben danach mittels
Western-Blot-Verfahren analysiert. Ubersichtshalber sind hier nur die Ergebnisse der
Wirkung von Dactolisib auf die Phosphorylierung des AKT-Proteins dargestellt. Keine der
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gewahlten Konzentrationen hat zu einer Verdnderung des Aktivierungsgrades des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges gefihrt.

Ohne FKS-Stimulation war nur ein sehr geringes Ma3 an AKT-Phosphorylierung vorhanden.
Durch Hinzugabe von FKS war besonders bei der Kontrolle eine stark ausgepragte
Steigerung des Aktivierungsniveaus zu konstatieren.
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B) Dosisabhangige Hemmung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges
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Abb. 3.8: Dosisabhangige Wirkung von Dactolisib auf den PI3-K/AKT/mTOR-Sighalweg
Primare PSZ wurden durch Serumentzug des Kulturmediums auf diesen Versuch vorbereitet.
Dactolisib wirkte danach fiir zwei Stunden in drei Konzentrationen auf die Zellen ein. Zu definierten
Zeitpunkten erfolgte in der zweiten Stunde der Inhibitorinkubation die Zugabe von FKS
(Endkonzentration: 17%). Die Dauer der Restimulation ist der Abszisse zu entnehmen. Finf
voneinander unabhangige Proben wurden mittels Western-Blot-Analyse aufgearbeitet. Ein
entsprechender Beispielblot ist in Teilabbildung A zu sehen. Unter Verwendung der Odyssey Sofware
3.0 wurde zunachst die Signalintensitat des phosphorylierten Proteins und in einem folgenden Schritt
die des Gesamtproteins ermittelt und daraus ein Quotient gebildet (Teilabbildung B). Um
Ladungsunterschiede auszuschlieBen, erfolgte die Detektion des GAPDH-Proteins. Signifikanzen von
p < 0,0167 [*] wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur
bestimmt. Daten aus flinf Versuchen wurden in die Berechnung von Mittelwert und SEM einbezogen.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle Gbte eine Konzentration von 10 nM Dactolisib
keine Wirkung auf den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg aus. Bei einer Dosis von 30 nM
Dactolisib kam es jedoch zu einer signifikanten Hemmung der AKT-Phosphorylierung ab
einer FKS-Restimulationsdauer von 5 min. Am stérksten fiel die Wirkung bei einer
Konzentration von 100 nM Dactolisib aus. Hier war der Effekt der Inhibition des
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges Uber die gesamte Zeitspanne signifikant, da die
Phosphorylierung von AKT auf einem geringen Niveau verblieb. Die gewahlte Dosis korreliert

demnach mit dem Ausmal der AKT-Hemmung.
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3.2.6 Einfluss der Kombination aus Trametinib und Dactolisib auf die
Signaltransduktion

Inwieweit sich Trametinib und Dactolisib auch in ihrer Wirkung auf Signaltransduktionsebene
erganzen, sollte in diesem Versuch Uberprift werden (Abb. 3.9). Dazu wurde die am
starksten wirksame Kombination beider Inhibitoren aus der Zellproliferationsanalyse
ausgewahlt (Trametinio 10 nM und Dactolisib 30 nM). In den vorausgegangenen
Einzelversuchen wurde deutlich, dass Trametinib zu einer Hemmung des
Ras/Raf/MEK/ERK- und Dactolisib zu einer Herunterregulation des PI3-K/AKT/mTOR-
Signalweges fiihrten. Die Fragestellung war nun, ob eine Kombination der SMI Einfluss auf

beide Signalwege auslibt. Das Versuchsdesign blieb dabei unverandert.
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C) Beeinflussung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges durch Dactolisib und
Trametinib
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Abb. 3.9: Wirkung der Kombination aus Dactolisib und Trametinib auf Ebene des PI3-
K/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges

Nach 15-stiindiger Vorbehandlung mit serumfreiem Kulturmedium wurden primare PSZ mit den
jeweiligen Inhibitoren einzeln oder in Kombination flir zwei Stunden inkubiert. In der zweiten Stunde
erfolgte die Restimulation mit FKS (Endkonzentration 17 %; Zeitangaben auf der Abszisse). Die
Proben wurden mittels Western-Blot-Verfahren ausgewertet. Abb. A zeigt typische Western-Blot-Bilder
eines Einzelversuches. Mit der Odyssey Sofware 3.0 wurden die Signalintensititen des
phosphorylierten und des Gesamtproteins bestimmt und damit ein Quotient berechnet. In Abb. B ist
dieser Quotient fir den PI3-K/AKT/mTOR- und in Abb. C fir den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg
dargestellt. Die Analyse von GAPDH diente der Uberpriifung der Proteinbeladung. In die Berechnung
der Mittelwerte (£ SEM) gingen Einzelwerte aus fiinf voneinander unabhangigen Versuchen ein. Fir
die Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-U-Test mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur
verwendet. P-Werte mit p < 0,0167 gegenlber der unbehandelten Kontrolle wurden mit einem Stern
[*] gekennzeichnet. P-Werte mit derselben Irrtumswahrscheinlichkeit, die mit einer Raute [#] markiert
sind, beziehen sich in Abb. B auf Signifikanzen bezlglich der Einzelwirkung von Trametinib 10 nM und
in Abb. C gegenliber Dactolisib 30 nM.

Betrachtet man den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg, so wird deutlich, dass die eingesetzte
Kombination in der Zeitspanne zwischen 5 und 20 min FKS-Restimulation eine signifikante
Hemmung der Phosphorylierung des AKT-Proteins gegenlber der unbehandelten Kontrolle
herbeifihrte. Gleichzeitig zeigte sich, dass die Verbindung aus Trametinib und Dactolisib im
Gegensatz zur alleinigen Trametinibgabe den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg signifikant
hemmte. Dadurch kam der aktivierende Einfluss von Trametinib auf diesen Signalweg nicht
mehr zum Tragen. Genauso wirksam zeigte sich die Kombination aus Trametinib und
Dactolisib auch bei der Herabsetzung der Phosphorylierung der ERK-Proteine, welche
signifikant Uber die gesamte Zeitspanne gegenlber der unbehandelten Kontrolle
nachzuverfolgen war. Lediglich in den ersten 5 min kam es unter dem Einfluss der
Kombination zu signifikant geringeren Hemmeffekten, als es unter der alleinigen
Trametinibgabe der Fall war.



51
3 Ergebnisse

3.2.7 Analyse der Inhibitoreffekte auf die p70S6-Kinase

Die p70S6-Kinase (p70S6-K) befindet sich downstream im PI3K/AKT/mTOR-Signalweg. In
diesem Versuch wurde der Aktivierungsgrad dieses Proteins ebenfalls durch Nutzung des
Western-Blot-Verfahrens analysiert (Abb. 3.10). Dabei wurde ein Antikérper eingesetzt, der
selektiv die aktivierte, phosphorylierte Form des Enzyms detektierte. Erneut kam ein
Versuchsprotokoll zur Anwendung, das eine Vorinkubation der PSZ mit den Inhibitoren unter
serumfreien Kulturbedingungen, gefolgt von einer Restimulation mit FKS fiir definierte
Zeiten, beinhaltete. Anders als bei den anderen Western-Blot-Versuchen, blieb hier der
aktivierende Einfluss von FKS auf die Aktivierung des Proteins aus.
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Abb. 3.10: Effekte der SMI auf die Phosphorylierung der p70S6-K in PSZ
Primare PSZ wurden nach 15-stiindigem Entzug des Serums im Kulturmedium mit den angegebenen
Substanzen Uber zwei Stunden inkubiert. Die Zugabe von FKS (Endkonzentration: 17 %) erfolgte in
der zweiten Stunde der Inkubation (siehe Abszisse). Fir die Aufarbeitung der Proben wurde das
Western-Blot-Verfahren angewendet. Abb. A zeigt typische Einzelbilder eines Western-Blot-
Versuches. Mittels Odyssey Software 3.0 wurden die Signalintensitaten der phosphorylierten p70S6-K
und des korrespondierenden Gesamtproteins bestimmt und daraus ein Quotient gebildet (Abb. B). Die
Intensitatsbestimmung von GAPDH diente der Detektion von Ladungsunterschieden. Aufgrund der
geringen Wertezahl von n=3 wurde auf eine Signifikanzberechnung verzichtet. Aufgetragen sind die
Mittelwerte (£ SEM).
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Aus der Beispielabbildung des Western-Blots geht hervor, dass sich das p70S6-K-
Gesamtprotein als Doppelbande darstellte. Diese war bereits ohne Inhibitorzugabe sowie
unter der Wirkung von Regorafenib und Trametinib andeutungsweise sichtbar. Kilar
erkennbar zeigten sich die Doppelbanden nach Gabe von Dactolisib. Die molekularen
Hintergrinde dieser Beobachtung wurden in der Arbeit nicht weiter untersucht.
Ohne Inhibitoreinwirkung war zunéchst ein konstantes Aktivierungsniveau der p70S6-K zu
verzeichnen. Mit zunehmender Dauer der FKS-Restimulation kam es aber zu einem Anstieg
des phosphorylierten Proteinanteils. Hingegen kam es unter der Einwirkung von Dactolisib
zu einer starken Inhibition der Phosphorylierung der p70S6-K ({ber den gesamten
Restimulationszeitraum mit FKS. Die Kinaseinhibitoren Regorafenib und Trametinib zeigten
ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die Aktivierung dieser Kinase, allerdings war diese
Wirkung erst nach einer Restimulationsdauer von 20 min ersichtlich.
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3.2.8 Einfluss der Kinaseinhibitoren auf den Aktivierungsmarker a-SMA

Als MaB fir die Auspragung des myofibroblastischen Phanotyps von PSZ kann die
Expression des Proteins a-SMA dienen. Dafir wurden Primérzellen fir 48 h mit den
entsprechenden Inhibitoren behandelt und die daraus resultierenden Proben mittels
Western-Blot-Verfahren untersucht (Abb. 3.11). Dabei wurde ersichtlich, dass keiner der

ausgewabhlten Kinaseinhibitoren zu einer Veranderung der o-SMA Expression fihrte.
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Abb. 3.11: Kinaseinhibitoren ohne Wirkung auf die a-SMA-Expression
Nach zweitdgiger Inkubation von PSZ mit den ausgewahlten SMI wurden die Proben mittels Western-
Blot-Verfahren ausgewertet. Unter Verwendung der Odyssey Software 3.0 wurden die
Signalintensitaten von a-SMA und zum Proteinabgleich vom housekeeping-Protein GAPDH ermittelt
und daraus ein Quotient gebildet. Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten keine Signifikanzen
(Schwellenwert: p < 0,05) detektiert werden. Es wurden = 6 Einzelversuche durchgefiihrt. In der
Abbildung sichtbar sind die Mittelwerte (£ SEM).

3.2.9 Einfluss der SMI auf die PSZ-Genexpression

Um die Wirkungen der Kinaseinhibitoren auf der Genexpressionsebene zu analysieren,
wurden sechs der fur die Sternzellfunktion relevanten Gene mittels Real-time PCR durch
Nutzung der TagMan-Technologie untersucht (Abb. 3.12). Fir die PSZ-Aktivierung von
Bedeutung sind das proinflammatorische Zytokin /L-6 (Masamune und Shimosegawa, 2013)
sowie TGF-p1 (Bachem et al., 2005), welches der Hauptstimulator flr die Produktion von
extrazellularer Matrix ist. Ein wesentlicher Bestandteil dieser Matrix ist das Kollagen
Typ 1 (Bachem et al., 1998), welches ebenfalls untersucht wurde. Des Weiteren wurde, als

Marker des myofibroblastischen Phanotyps, «-SMA (Apte et al., 1998) analysiert. Um die
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Effekte der Kinaseinhibitoren auf den Zellzyklus zu eruieren, wurden die mRNA-Spiegel von
CCND1 sowie CDKN1A bestimmt (Viallard et al., 2001).

Obwohl Regorafenib zu einem Anstieg der Zellproliferation fihrte, zeigte sich auf
Genexpressionsebene eine Steigerung des Spiegels des Zellzyklusinhibitor CDKN1A bei
gleichzeitiger Herunterregulierung von CCND1. Auf der anderen Seite kam es unter
Regorafenib zu einer vermehrten Bildung von a-SMA- und einem tendenziellen Anstieg der
Kollagen Typ 1-mRNA, obgleich der Spiegel des profibrogenetischen TGF-p1 sank.
Eindrucksvoll war die stark hemmende Wirkung von Regorafenib auf das
proinflammatorische Zytokin IL-6. Ahnliche Effekte auf Genexpressionsebene zeigte auch
der MEK-Inhibitor Trametinib. Im Unterschied zu Regorafenib kam es aber zu keiner
Beeinflussung des CDKN1A-Spiegels. Ein véllig anderes Genexpressionsmuster kam unter
der Einwirkung des dritten Inhibitors zustande. Der Effekt von Dactolisib bestand v.a. in einer
Hemmung der Expression von «-SMA und Kollagen Typ 1. Somit war Dactolisib der einzige
der getesteten Kinaseinhibitoren mit direkt antifibrotischer Wirkung auf mRNA-Ebene. Die
Expression der anderen untersuchten Gene (CCND1, CDKN1A und IL-6) wurde durch
Dactolisib nicht beeinflusst.

Auch in diesem Versuch wurde Uberprift, inwieweit sich die Wirkungen von Trametinib und
Dactolisib erganzen. Die Kombination beider SMI fiihrte auf Genexpressionsebene zu einem
Ausgleich der Einzeleffekte. In der Summe kam es zu einer Hemmung der Expression von
CCND1 sowie einer Herunterregulation der Spiegel von «-SMA und Kollagen Typ 1. Der
antifibrotische Effekt von Dactolisib und die antiinflammatorische und zellzyklushemmende
Wirkung von Trametinib blieben demnach bestehen.
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Abb. 3.12: Auswirkungen der SMI auf Genexpressionsebene

Primare PSZ wurden fiir 24 h mit den angegebenen Inhibitoren einzeln oder als Kombination aus
Trametinib und Dactolisib inkubiert. Die RNA wurde aus den Proben extrahiert und mittels Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die TagMan-Technologie wurde genutzt, um unter
Verwendung von Assays on demand die mRNA-Spiegel der gesuchten Gene zu bestimmen. Die
Quantifizierung der Ergebnisse erfolgte mittels AACT-Methode. In den Einzeldiagrammen sind
jeweils die Mittelwerte (+ SEM) aus fiinf bis sechs unabh&ngigen Proben dargestellt. Fir die
Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-U-Test mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur
verwendet. Ein Unterschied wurde als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,0083 gegeniber
der unbehandelten Kontrollgruppe war [*].
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3.2.10 Veranderung der IL-6-Sekretion durch die Einwirkung der
Kinaseinhibitoren

Ein Ergebnis der Genexpressionsanalyse war die starke Verminderung des /L-6-mRNA-
Spiegels durch Regorafenib und Trametinib. Um diesen Effekt auch auf Proteinebene zu
verifizieren, wurde die IL-6-Zytokinkonzentration in Kulturmediumuiberstdnden von 48 h mit
Inhibitor behandelten PSZ bestimmt (Abb. 3.13). Es wurde deutlich, dass Regorafenib und
Trametinib auch hier eine Hemmung der IL-6-Produktion bewirkten. Dieser Effekt war auch
bei der Kombination aus Trametinib und Dactolisib feststellbar. Insgesamt betrachtet, fiel die
hemmende Wirkung aber geringer aus als auf mRNA-Ebene.
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Abb. 3.13: Einfluss der SMI auf die Konzentration von IL-6 im Mediumiberstand
Nach 48-stlindiger Inkubation von PSZ mit den angegeben Kinaseinhibitoren wurde der
Kulturmediumiberstand gewonnen, zentrifugiert und einer Analyse mittels IL-6-ELISA-Kit zugefiihrt.
Nach Abschluss der Inkubationsschritte konnte die Absorption der Proben bei 450 nm am Photometer
gemessen werden. Die Messwerte der sechs untersuchten Proben wurden mittels der Software
ELISAanalysis.com analysiert. Dabei wurde das Verfahren der Vier-Parameter logistischen
Regression verwendet. Um Signifikanzen festzustellen, wurde die einfaktorielle ANOVA mit
nachgeschalteter Bonferroni-Korrektur verwendet. Als statistisch signifikant wurden Werte von
p < 0,0083 [*] in Bezug zur unbehandelten Kontrolle akzeptiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
(£ SEM).
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Sowohl die CP als auch das PK gehen mit einem bindegewebigen Umbau des Pankreas
einher. Dadurch kommt es nicht nur zu einem schnelleren Fortschreiten der
Grunderkrankung, sondern auch zu einem zunachst exokrinen und spéater auch endokrinen
Funktionsverlust des Organs. Als Hauptakteure der Fibrose gelten PSZ. In dieser Arbeit
wurden die Wirkungen von Kinaseinhibitoren auf PSZ in Bezug auf die Beeinflussung des
Zellwachstums und des Zelltods, der Signaltransduktionsebene sowie des
Genexpressionsniveaus untersucht. Die Experimente wurden als in vitro Studien zunachst

an immortalisierten LTC-7-Zellen und spéter an Priméarzellen von Ratten durchgeflhrt.

4.1 Auswirkungen der SMI auf LTC-7-Zellen

4.1.1 Veranderungen im Zellwachstum durch die Applikation von SMI

Die Proliferation von immortalisierten PSZ kann anhand des Einbaus von BrdU in die DNA
beurteilt werden. Dazu wurden LTC-7-Zellen fir 48 h mit vier Kinaseinhibitoren inkubiert.
Vemurafenib wurde dabei in Konzentrationen von 1 bis 10 uM zu den Zellen gegeben. Eine
Hemmung des Zellwachstums lieB sich durch den B-Raf'6%E-Inhibitor nicht erzielen. Dies
lasst sich auf das Fehlen einer Mutation im B-Raf-Gen der LTC-7-Zellen zuriickfihren. Liegt
B-Raf in seiner Wildtypform vor, so kann der Einsatz von Raf-Inbititoren sogar einen Anstieg
des Zellwachstums bewirken (Hatzivassiliou et al., 2010). Daher wurde die Konzentration
von Vemurafenib auch nicht gesteigert.

Der  AKT-Inhibitor ~ Perifosin ~ wurde  ebenfalls im  niedrigen  mikromolaren
Konzentrationsbereich auf seine wachstumshemmende Wirkung untersucht. Um signifikant
das Wachstum unterdriicken zu kénnen, war eine Konzentration von 20 pM Perifosin
notwendig. Zwar war eine Reduktion des Zellwachstums schon bei 3 uM nachweisbar, dieser
Effekt war aber bei 10 pM Perifosin nicht mehr signifikant. Eine konstante Dosis-
Wirkungsbeziehung konnte fiir den AKT-Inhibitor demnach nicht aufgezeigt werden. Eine in
vitro und in vivo Studie an Lungenkrebszellen (Zelllinien A549 und H460 sowie menschliche
Tumorzellen von NSCLC-Patienten) belegte ebenfalls, dass die alleinige Gabe von Perifosin
nur geringe wachstumshemmende Effekte austbt (Shen et al., 2016).

Regorafenib ist ein  Multikinaseinhibitor, der (Ober den gesamten getesteten
Konzentrationsbereich von 1 puM bis 10 pM signifikante Hemmwirkung auf die
Zellproliferation entfaltete. Bei einer Zugabe von 10 pM SMI zu den immortalisierten
Sternzellen ging deren Wachstum auf unter die Halfte, verglichen mit Kontrollzellen, zurtick.
Dass Regorafenib inhibierende Wirkung auf Stromazellen aufweist, postulierte auch eine
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Studie Uber das Kolonkarzinom aus dem Jahr 2016. Dabei wurden humane
Kolonkarzinomzellen (KM12SM) mit oder ohne mesenchymale Stammzellen (differenziert zu
Karzinom-assoziierten Fibroblasten) in Nacktmause transplantiert. Bei der Gruppe der co-
transplantierten Tiere waren das Tumorwachstum, die Stromaauspragung und die Rate an
lymphogener Metastasierung erhéht. Die daraufhin folgende Therapie mit Regorafenib
reduzierte alle drei Parameter, indem es sowohl das Wachstum der Tumor- als auch der
Stromazellen hemmte. Der Tumor konnte in co-transplantieten Mausen starker
zurlickgedrangt werden als in Mausen, die nur Tumorzellen transplantiert bekommen hatten
(Takigawa et al., 2016).

Der MEK-Inhibitor Trametinib wirkte im Gegensatz zu den anderen drei SMI im nanomolaren
Konzentrationsbereich. Bereits ab 1 nM war ein signifikanter Hemmeffekt zu verzeichnen.
Bis zu einer 100-fach héheren Dosis von 100 nM war ein leichter, gleichmaBiger Abfall der
Zellproliferation festzustellen.

4.1.2 Beeinflussung der Zytotoxizitat durch Kinaseinhibitoren

Im Gegensatz zur Proliferationshemmung stellt der unspezifische und allgemein
zellschadigende Effekt von Kinaseinhibitoren eine potenziell unerwinschte Wirkung dar. Da
neben der Reduktion des Zellwachstums auch Zelltod eine Verminderung des BrdU-Einbaus
hervorruft, ist es notwendig, die Zytotoxizitdt der eingesetzten SMI von ihrer
wachstumshemmenden Wirkung abzugrenzen. Zur Quantifizierung der zellschadigenden
Komponente wurde der CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay verwendet. Um die Inhibitoreffekte
besser bewerten zu kdnnen, wurden neben Kontrollzellen auch mit Staurosporin inkubierte
LTC-7-Zellen analysiert. Staurosporin wirkt proapoptisch, indem es die Bindung von
Proteinkinasen an die DNA verhindert. In diesem Versuch diente es daher als
Positivkontrolle fir eine zytotoxische Wirkung. 61 % der Zellen waren nach zweitagiger
Versuchszeit abgestorben. Demgegeniber waren nur 3 % der Kontrollzellen nicht mehr vital.
Die zytotoxischen Eigenschaften der Kinaseinhibitoren waren von der eingesetzten Dosis
abhangig. Mit steigender Konzentration war bei allen SMI ein Anstieg der abgestorbenen
Zellen nachweisbar. Selbst Vemurafenib erhdhte die Zelltodrate auf 9 %, obwohl es bei LTC-
7-Zellen keine proliferationsinhibierende Wirkung aufwies. Den starksten zytotoxischen
Effekt, obwohl gleichzeitig nicht signifikant, zeigte Perifosin in einer Konzentration von
20 uM. Bei dieser Dosis war es auch in der Proliferationsanalyse zu einer deutlich
verstarkten Wachstumshemmung gekommen. Die fehlende Signifikanz ist unter Umsténden
auf die relativ geringe Anzahl untersuchter Proben (n=6) zuriickzufihren. Dennoch liegt die
Zelltodrate weit unter den Ergebnissen der Positivkontrolle. Somit ist davon auszugehen,
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dass die zellschddigenden Effekte der SMI nur begrenzt sind und die
proliferationshemmende Wirkung deutlich Gberwiegt.

4.1.3 Effekte der SMI auf Signaltransduktionsebene

Far PSZ sind zwei Signalwege von entscheidender Bedeutung: der PI3-K/AKT/mTOR- und
der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg (Jaster et al., 2002; Masamune et al., 2003a; McCarroll
et al., 2004). Daher wurde mittels Western-Blot-Analysen Uberprift, ob und in welchem
Ausmalf3 die Kinaseinhibitoren zu einer Hemmung der betreffenden Signalwege fuhren. Daflr
wurde fur den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg das Protein AKT in seiner phosphorylierten Form
sowie als Gesamtprotein bestimmt. Fir den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg wurden die
Proteine ERK1/2 ebenfalls in der phosphorylierten Form und als Gesamtprotein quantifiziert.
Der Quotient aus jeweils phosphoryliertem Protein zu Gesamtprotein zeigte dabei den
Aktivierungszustand des Proteins an und lie3 Ruckschlisse Uber die Hemmwirkung der SMI
auf den dazugehérigen Signalweg zu.

Die Konzentration der Inhibitoren wurde anhand der Ergebnisse der Proliferationsanalysen
ausgewahlt und damit die LTC-7-Zellen fUr 15 h inkubiert. Es wurde entweder die niedrigste
Konzentration verwendet, die einen sicheren Hemmeffekt erzielte oder die hochste im
Proliferationsversuch getestete Konzentration, wenn es zu keiner Wachstumshemmung kam.
Vemurafenib, in einer Konzentration von 10 uM, beeinflusste den Aktivierungszustand des
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges nicht. Demgegeniber zeigte sich eine vermehrte Aktivierung
des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges. Vemurafenib wird erfolgreich beim
B-RAFY69%E mutiertem malignen Melanom eingesetzt. PSZ wie auch PK-Zellen weisen
allerdings den Wildtyp dieses Gens auf. Hatzivassiliou et al. konnten anhand einer
Untersuchung mit PLX-4720 und GDC-0879 an diversen Tumorzelllinien mit RAF- Wildtyp
und K-ras-Mutation sowie an einem K-ras-mutiertem Lungenxenograftmodell beweisen, dass
die Wirkung von RAF-Inhibitoren vom Genotyp abhangig ist. Wahrend gegen B-RAFV600E
gerichtete SMI eine Hemmung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs bei mutiertem B-RAF
auslésen, kann bei fehlender Mutation auch eine Aktivierung des Signalweges resultieren. Im
Xenograftmodell war sogar eine Steigerung des Tumorwachstums nachzuvollziehen
(Hatzivassiliou et al., 2010).

Wie erwartet, zeigte Perifosin hemmende Effekte auf den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg,
ohne den Aktivierungsgrad des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs zu verandern. Die
Beeinflussung des Spiegels an phosphoryliertem AKT stellte sich aber als instabil heraus.
Aus der Verlangerung der FKS-Restimulationsdauer resultierte eine Aufhebung des
Hemmeffektes von Perifosin.
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Als konstant erwies sich hingegen der Einfluss von Regorafenib auf den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg. Uber den gesamten Versuchszeitraum war eine deutliche Hemmung der
P-ERK1/2/ERK-Spiegel nachzuvollziehen. Trotz seiner Funktion als Multikinaseinhibitor
vermochte Regorafenib aber keine Herunterregulation des PI3-K/AKT/mTOR-Signalwegs zu
bewirken. Eine in vitro Studie an der humanen Kolonkarzinomzelllinie RKO zeigte bezliglich
der Beeinflussung des PI3-K/AKT/mTOR- und des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges &hnliche
Ergebnisse. Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg wurde effektiv gehemmt, wohingegen der
Anteil an phosphorylietem AKT bei alleiniger Regorafenibgabe nicht reduziert wurde. Dies
anderte sich jedoch in der Kombination mit dem Protein-D-Kinaseinhibitor CRT0066101, der
als Einzelgabe ebenfalls zu keiner Veranderung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges fuhrte.
Beide Inhibitoren in Kombination hatten aber eine synergistische Reduktion des
P-AKT-Spiegels zur Folge (Wei et al., 2015).

In &hnlicher Weise wie Regorafenib wirkte auch der MEK-Inhibitor Trametinib auf
Signaltransduktionsebene. Es kam zu einer Reduktion des downstream von MEK gelegenen
phosphorylieten ERK und damit zu einer effektiven Hemmwirkung auf den
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg Uber den gesamten Versuchszeitraum. Bei Kkurzer
Restimulationsdauer lag der Quotient aus phosphorylierter Form und Gesamtprotein nahe 0.
Aber auch bei langer anhaltender FKS-Einwirkung stieg der Quotient nicht tber 0,5 an.
Insgesamt zeigte sich demnach, dass drei der vier Inhibitoren den Aktivitdtszustand des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges veranderten. Unter der Einwirkung von Regorafenib und
Trametinib kam es zu einer Verminderung des Anteils an phosphoryliertem ERK,
wohingegen Vemurafenib tendenziell aktivierende Effekie ausubte. Auf der anderen Seite
reduzierte einzig Perifosin den Spiegel an phosphorylietem AKT und wirkte damit auf den
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg.

4.1.4 Auswirkungen der LTC-7-Versuche auf die Experimente mit Primarzellen

Die Versuche an LTC-7-Zellen dienten dazu, die Wirkungsweise der einzelnen
Kinaseinhibitoren an Sternzellen besser einschatzen zu kénnen, um somit geeignete SMI
auch fir die Experimente an Primarzellen zu verwenden. Dazu wurde im Rahmen von
Proliferations- und Zytotoxizitdtsassays dberprift, in welchem Konzentrationsbereich
wachstumshemmende Effekte eintreten und ob diese auf Zytotoxizitét zurtickzufiihren sind.
Ebenfalls wurden die fir PSZ wichtigen Signalwege analysiert. Dabei zeigte sich, dass
Vemurafenib trotz einer Steigerung der Dosis keine proliferationshemmende Wirkung
aufwies und dennoch mehr Zellen geschédigt wurden als in der Kontrollgruppe. Des
Weiteren fuhrte Vemurafenib zu einer Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges.
Deshalb wurde Vemurafenib nicht in die Versuche mit Priméarzellen einbezogen.
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Der AKT-Inhibitor Perifosin erzeugte zwar einen Rickgang der Zellproliferation, dennoch war
keine konstante Dosis-Wirkungsbeziehung nachweisbar, obwohl der Spiegel an
phosphorylietem AKT effektiv gesenkt werden konnte. Als nachteilig erwies sich ebenfalls
die im Vergleich zu den anderen Inhibitoren erhdhte Zytotoxizitdt. Daher wurde Perifosin
durch einen anderen Kinaseinhibitor, das Dactolisib, ersetzt. Dactolisib ist im Gegensatz zu
Perifosin nicht gegen AKT, sondern gegen die PI3-K und mTOR gerichtet. Die Intention war,
durch diese vertikale Inhibition des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges eine starkere molekulare
und biologische Wirkung zu erzielen. Ein weiterer Anhaltspunkt flr die Auswahl von
Dactolisib war, dass eine Studie an einem Mausmodell der systemischen Sklerose und an
dermalen Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerose antifibrotische Effekte
nachweisen konnte. Unter der Therapie mit Dactolisib reduzierten sich die Kollagenbindel
sowie die Hautdicke bei den Mausen. AuBerdem waren weniger Colial und o—SMA
nachweisbar (Liang et al., 2014).

Im Gegensatz zu Vemurafenib und Perifosin zeigten Regorafenib und Trametinib in allen
Teilversuchen Uberzeugende Ergebnisse. Daher wurden sie fir die Experimente an primaren
PSZ Gbernommen.

4.2 Effekte der SMI auf Primarzellen

4.2.1 Proliferationshemmende Wirkung der Kinaseinhibitoren

Auch bei den primaren PSZ wurde zunachst der Einfluss der SMI auf das Zellwachstum
untersucht. Daflr wurde der an den immortalisierten Zellen optimierte Konzentrationsbereich
getestet. Der Konzentrationsbereich von Dactolisib orientierte sich dabei am ebenfalls im
nanomolaren Dosisbereich wirkenden Trametinib.

Unerwartet war in diesem Versuch die proliferationsférdernde Wirkung von Regorafenib.
Entgegen der Ergebnisse der LTC-7-Zellen steigerte dieser Kinaseinhibitor
konzentrationsabhangig das Zellwachstum. Erst durch die Zusammenschau der Ergebnisse
aus den folgenden Versuchen ist eine Interpretation dieser Wirkung mdglich. Es bleibt aber
festzuhalten, dass Regorafenib auch in anderen Studien nicht immer wachstumshemmende
Effekte aufwies. So vermochte der SMI bei einer Untersuchung nur 19 von 25 humanen
Kolorektalkarzinom-Zelllinien in ihrer Proliferation zu inhibieren (Schmieder et al., 2014).

Auf der anderen Seite fUhrten sowohl der MEK-Inhibitor Trametinib als auch der neu
hinzugenommene dual wirkende SMI Dactolisib im nanomolaren Konzentrationsbereich zu
einer konstanten Proliferationshemmung. Jeweils 100 nM des Inhibitors senkten die
Wachstumsrate auf etwa 20 %, verglichen mit unbehandelten Zellen ab. Dabei zeigte
Trametinib hier sogar eine starkere proliferationshemmende Wirkung als bei den LTC-7-
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Zellen, bei denen lediglich ein Rickgang des Wachstums auf 76 % zu verzeichnen war. Ein
moglicher Erklarungsansatz bezieht sich auf das SV40 large T-antigen, welches der
Immortalisierung von LTC-7-Zellen diente. Eine Studie an Fibroblasten von Mausembryonen
und Enterozyten zeigte, dass die Transformation des T-antigen zu einer verstarkien
Expression von Genen mit Bezug zur DNA-Replikation und -Reparatur, Chromatinanordnung
und Zellzyklusprogression fiihrte. Aber auch andere Gene, die nicht in den Zellzyklus
eingreifen, wurden durch die Transformation in ihrer Aktivitat beeinflusst. Einige der Effekte
waren dabei auch vom untersuchten Zelltyp abhangig (Cantalupo et al., 2009). Unter
Umsténden ist durch die Transformation eine verstarkte Robustheit der immortalisierten
LTC-7-Zellen gegendber antiproliferativen Wirkungen der SMI im Vergleich zu nicht
transformierten Primérzellen erklarbar.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen liegen fir Regorafenib im niedrigen
mikromolaren sowie fir Trametinib und Dactolisib im nanomolaren Wirkungsbereich. Klinisch
sind diese Dosierungen flir alle Inhibitoren als Plasmakonzentrationen erreichbar
(Fazio et al., 2016; Hellman et al., 2015; Leonowens et al., 2014). In weiterfhrenden Studien
am Tiermodell kénnte im né&chsten Schritt untersucht werden, welcher Anteil der

Plasmakonzentrationen unmittelbar an den Zielzellen zur Wirkung kommt.

4.2.2 Vorteile der Kombination aus Trametinib und Dactolisib auf das
Zellwachstum

Im vorherigen Versuch wurde deutlich, dass sowohl Trametinib als auch Dactolisib die
Zellproliferation effektiv und dosisabh&ngig hemmen. Da beide SMI an unterschiedlichen
Signalwegen angreifen, erschien eine Kombination beider Kinaseinhibitoren als sinnvoll, um
synergistische Wirkungen nutzen zu kdnnen. Daflr wurden der MEK-Inhibitor Trametinib und
der mTOR- und PI3-K-Inhibitor Dactolisib in niedrigen Dosen miteinander kombiniert. In allen
getesteten Dosiskombinationen war die proliferationshemmende Wirkung der Zweifachgabe
jeweils groBer als bei jeder der Substanzen alleine. Demnach ist von einem synergistischen
Effekt von Trametinib und Dactolisib auf das Zellwachstum auszugehen.

Eine Studie an Zelllinien des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms mit EGFR- und K-ras-
Mutation unterstreicht den Nutzen einer Kombinationstherapie. Durch die Zweifachgabe des
P13-K-Inhibitor BKM120 und des MEK-Inhibitors PD1056309 war es maglich, synergistische
Effekte bezogen auf das Zellwachstum zu erzielen (Jiang et al., 2016).
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4.2.3 Zellschadigende Effekte der SMI

Verglichen mit der Zytotoxizitat der Kinaseinhibitoren bei den immortalisierten Sternzellen,
war bei allen Werten der Primérzellen ein Anstieg zu verzeichnen. Dieser Umstand ist aber
bereits bei den unbehandelten Zellen nachvollziehbar gewesen, deren Anteil toter Zellen
dreimal héher als im Versuch mit den LTC-7-Zellen lag. Daher ist der zytotoxische Effekt der
Kinaseinhibitoren bei den primaren PSZ nicht als héher zu bewerten. Keiner der SMI zeigte
eine signifikante zytotoxische Wirkung, obwohl tendenziell der Anteil toter Zellen abh&ngig
vom Inhibitor bis um den Faktor 2 anstieg. Am starksten war dieser Effekt bei Dactolisib in
den beiden hdchsten Konzentrationen ausgepragt. Die Kombination aus Trametinib und
Dactolisib bietet hingegen nicht nur im Hinblick auf die Zellproliferation, sondern auch in
Bezug auf die Zytotoxizitat Vorteile. Alle getesteten Zweifachgaben lagen in der Analyse
unter den gemessenen Einzelwerten von Dactolisib. Als Positivkontrolle wurde auch hier das
proapoptische Staurosporin eingesetzt, welches als einzige Substanz eine signifikant héhere
Zytotoxizitét in Relation zur Kontrolle zeigte. Der Anteil toter Zellen lag hier bei 112 %.
Aufgrund des Messverfahrens kam hier ein Wert Uber 100 % zustande. Die Analyse beruhte
dabei nicht auf der Messung von absoluten Zellzahlen, sondern auf der Bestimmung von
Lumineszenzen, die ins Verhaltnis gesetzt wurden. Staurosporin war derart zytotoxisch, dass
es zur Apoptose aller Zellen wahrend des Versuches kam. Es erfolgte ein Abgleich mit der
Gesamtzellzahl, die aufgrund von Abweichungen des Messinstruments leicht unterhalb der
Rate an abgetdteten Zellen lag.

4.2.4 Einfluss der Kinaseinhibitoren auf Signaltransduktionsebene

Sowohl der PI3-K/AKT/mTOR- als auch der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg spielen eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des Zellwachstums. Die Dosis der Inhibitoren wurde
von den Versuchen an immortalisierten PSZ Gbernommen. Die Wirkung von Dactolisib auf
Signaltransduktionsebene wurde im mittleren Konzentrationsbereich untersucht.

Blickt man auf die Ergebnisse der Regorafenib-Gabe bei LTC-7-Zellen zurlick, so hemmte
Regorafenib die Zellproliferation und fihrte zu einer verminderten Aktivierung des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges. Bei den Priméarzellen zeigte sich ein anderes Bild. Der
Kinaseinhibitor steigerte das Zellwachstum und hemmte nun nicht mehr den
Ras/Raf/MEK/ERK-, sondern den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg. Dies ist insoweit erklarbar,
als dass Regorafenib ein Multikinaseinhibitor ist. Allerdings ist in der Literatur wesentlich
haufiger eine Hemmung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges beschrieben. So senkte
Regorafenib den Spiegel an phosphoryliertem ERK in humanen Pankreas- (Mia PaCa2),
Kolon- (HCT 166, HT-29) und Brustkrebs- (MDA-MB-231) Zelllinien (Wilhelm et al., 2004).
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Eine andere Studie beschreibt hingegen die gleichférmige Senkung von phosphorylierten
AKT- und ERK-Spiegeln unter der Einwirkung von Regorafenib bei humanen lymphatischen
endothelialen Zellen (Schmieder et al, 2014). Wenn man nun davon ausgeht, dass
Regorafenib seine wachstumshemmende Wirkung verliert, da es nur noch zu einem Eingriff
in den PI3-K/AKT/mTOR- und nicht mehr in den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg flhrt, so ist
ein Blick auf den Effekt von Dactolisib auf Signaltransduktionsebene angebracht. Dieser dual
wirkende Inhibitor hemmte wirksam den Spiegel an phosphoryliertem AKT auf gleichem
Niveau wie Regorafenib, ohne in den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg einzugreifen. Deshalb
ist davon auszugehen, dass die wachstumsférdernden Eigenschaften von Regorafenib bei
Primarzellen auf hier nicht untersuchte Signalwege zurlickzufihren sind.

Bei den primdren PSZ vermochte nur Trametinib in den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg
einzugreifen. Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg lagen die Spiegel von
phosphoryliertem zu Gesamt-ERK unter 50 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die auf
der anderen Seite vorhandene Aktivierung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges bei 5 und
20 min FKS-Restimulation wirkte sich offenbar nicht auf den wachstumshemmenden Effekt
des MEK-Inhibitors aus, zumal die Aktivierung zeitlich begrenzt war. Die Wirkung ist aber
dennoch unerwartet, da Trametinib tblicherweise nicht in den AKT-Signalweg eingreift. Eine
transiente Aktivierung wurde aber bereits bei Zelllinien des kolorektalen Karzinoms
beschrieben (Lange et al., 2014).

4.2.5 Dosisabhangige Inhibition des PI3-K/AKT/mTOR-Sighalweges durch
Dactolisib

Eine héhere Konzentration von Kinaseinhibitoren flhrt zu einer starkeren Beeinflussung des
Zellwachstums. Im Fall von Dactolisib bedingte eine Steigerung der SMI-Dosis eine
Verminderung der Proliferationsrate. Beispielhaft wurde dieser Inhibitor untersucht, um den
Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen auf den in diesem Fall adressierten
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg bestimmen zu kénnen. Bei einer Dactolisib-Gabe von 10 nM
wurde der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg nicht signifikant beeinflusst. Ab einer Konzentration
von 30 nM und noch deutlicher bei einer ausgewahlten Dosis von 100 nM waren hemmende
Effekte auf das angesteuerte Protein nachweisbar.

Daraus lasst sich schlie3en, dass eine Erh6hung der Inhibitordosis zu einer Verminderung
des phosphorylierten AKT-Spiegels und damit zu weniger stark ausgepragtem Zellwachstum
flhrt. Es ist davon auszugehen, dass sich diese Effekte auch auf Trametinib und den davon
adressierten Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg Ubertragen lassen. Ruckschlisse auf den
Einfluss unterschiedlicher Dosierungen von Regorafenib lassen sich nicht ziehen, da es dort
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zu keiner Inhibition des Wachstums kam und dennoch der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg
effektiv gehemmt wurde.

4.2.6 Veranderungen auf Signaltransduktionsebene durch die Kombination
von Trametinib und Dactolisib

Bei der Untersuchung der Zellproliferation wurde deutlich, dass niedrige Einzeldosierungen
von Trametinib und Dactolisib synergistische Hemmeffekte auf das Wachstum von
Primarzellen aufweisen. Mit diesem Versuch sollte gezeigt werden, dass diese Wirkung auf
Veranderungen der Signaltransduktion zurlckzufihren ist. Dazu wurden mittlere
Dosierungen (10 nM Trametinib und 30 nM Dactolisib) miteinander kombiniert und deren
Einfluss auf den PI13-K/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg mittels W estern-Blot-
Verfahren analysiert. Unter alleiniger Trametinib-Einwirkung war noch eine Steigerung des
Aktivitatsgrades des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges nachzuvollziehen. Dieser Effekt wurde
durch die Kombination mit Dactolisib nun in eine Verminderung des phosphorylierten AKT-
Proteins transformiert. Die gleichzeitige Gabe von beiden SMI bewirkte keine Mittelung der
Wirkungen zwischen Hemmung und Aktivierung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges. Es
resultierte demnach keine gegenseitige Aufhebung der Effekte, sondern eine Verschiebung
der Wirkung in Richtung Dactolisib-Einzelgabe.

Auf Ebene des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges hingegen glichen sich die Einzelwirkungen
starker aus. Dennoch resultierte daraus insgesamt eine signifikante Reduktion des Spiegels
an phosphorylietem ERK.

Anhand dieses Versuchs wurde deutlich, dass die Kombination aus Dactolisib und
Trametinib das Zellwachstum effektiver als die jeweiligen Einzelgaben hemmen kann, da
durch die Kombination beide untersuchten Signalwege inhibiert werden.

4.2.7 Einfluss der SMI auf die Phosphorylierung der p70S6-Kinase

Downstream von mTOR befindet sich die p70S6-K im PI3K/AKT/mTOR-Signalweg. Die
Analyse ihres Phosphorylierungsgrades diente der Aktivitatsabschatzung nachgeschalteter
Abschnitte dieses Signalweges. Signifikante Effekte konnten in diesem Versuch aufgrund der
geringen Werteanzahl von n=3 nicht nachgewiesen werden. Tendenzen in der Wirkung sind
aber dennoch ableitbar. Am starksten ausgepragt war die Inhibition der p70S6-K bei
Dactolisib. Dies war zu erwarten, da Dactolisib dual die Phosphorylierung der direkt
vorgeschalteten Proteine PI3-K und mTOR hemmt. Doch auch Regorafenib und Trametinib
fhrten zu einer Hemmung der p70S6-Kinase, obwohl beide Inhibitoren den
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Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg adressieren. Daraus |asst sich ableiten, dass eine Verbindung
des PIBK/AKT/mTOR- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges Uber die p70S6-K besteht.

Die Interaktion der beiden in dieser Arbeit untersuchten Signalwege war bereits in
Herzmuskel- und Aderhautmelanomzellen durch die Analyse der p70S6-K nachgewiesen
worden (Babchia et al., 2010; lijima et al., 2002; Wang et al., 2001).

4.2.8 Wirkung der Kinaseinhibitoren auf die Expression von a-SMA

Als Marker des myofibroblastischen Phanotyps von PSZ gilt das Zytoskelettprotein a-SMA.
Dieses ordnet sich im aktivierten Zustand der Zellen zu Stressfasern an (Apte et al., 1998).
Eine Analyse auf Proteinebene sollte klaren, ob die ausgewahlten SMI die Expression von
o—SMA hemmen, um damit Rickschlisse auf eine mdogliche Reduzierung des
Aktivitadtsgrades von PSZ ziehen zu kdnnen. Die Inkubationszeit der Kinaseinhibitoren betrug
48 h. Innerhalb dieses Zeitraums kam es unter keinem der SMI zu einer Veranderung im
o-SMA Niveau. Mdglicherweise ist dies auf die zu lange Halbwertszeit des Proteins
zurtckzufthren. Fur Myofibroblasten der Aorta und der Lunge wurden Halbwertszeiten fur
o-SMA von etwa 72 h angegeben (Baouz et al., 2005; Barja et al., 1986). Um einen sicheren
Effekt der Kinaseinhibitoren auf die Expression dieses Protein feststellen zu kénnen, wére
eine Einwirkzeit von mehreren Halbwertszeiten notwendig gewesen. Eine solch lange
Zeitspanne ist unter den gewéahlten Zellkulturbedingungen schwer umsetzbar, da die nétige
Einsaatdichte der Zellen fir ein Anwachsen der Zellen im Verbund zu niedrig gewesen ware.

Daher erfolgte die Evaluation der a-SMA-Expression ebenfalls auf mRNA-Ebene.

4.2.9 Beeinflussung der PSZ-Genexpression durch SMI

Ein Vorteil der Analyse von mRNA ist der friihzeitige Nachweis einer mdglichen Wirkung von
Kinaseinhibitoren auf Genexpressionsebene. Allerdings sind naturgemafl keine Aussagen
Uber die fur die biologischen Wirkungen der Genprodukie entscheidende Proteinebene
moglich, so dass in Abhangigkeit von der Fragestellung erganzende Untersuchungen
sinnvoll bzw. notwendig sein koénnen. Eingesetzt wurden die Inhibitoren in den
Konzentrationen, die bereits bei der Analyse der Signalwege Verwendung fanden.

Untersucht wurden sechs Gene, die fur die Funktion von Sternzellen von Bedeutung sind.
Sowohl CCND1 als auch CDKN1A wirken auf den Zellzyklus ein. Dabei codiert CCND1 fir
Cyclin-D1, ein Protein, das nach Komplexbildung mit CDK4 oder 6 den Ubertritt von der G1-
in die S-Phase des Zellzyklus ermdglicht. In vielen humanen Tumorentitaten findet eine
Deregulation von Cyclin-D1 statt. Eine Studie an Pankreaskarzinompréparaten zeigte bereits
in den 1990er Jahren, dass in 25 % der Falle auf Southern-Blot-Ebene eine Uberexpression
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von CCND1 vorlag. Auf mRNA-Ebene war dies sogar bei 82 % nachweisbar. Die
Uberexpression dieses Gens korrelierte dabei mit einem schlechteren Uberleben der
Patienten (Gansauge et al., 1997). In der hier vorgenommenen Untersuchung flihrten sowohl
Regorafenib als auch Trametinib eine Hemmung der Expression von CCNDT herbei.
Lediglich bei Dactolisib lieB sich keine Veranderung des mRNA-Spiegels nachweisen,
allerdings bewirkte die Kombination mit Trametinib ein Absinken der CCND1-Expression.

Das p21*a'-Protein wird durch das Gen CDKN1A codiert. Die Regulation dieses Gens findet
hauptsachlich auf Transkriptionsebene statt. Das p21“¥'-Protein ist in der Lage, Cyclin-
abhéngige Kinasen zu hemmen und nimmt demnach die Stellung eines Zellzyklusinhibitors
ein (Gartel und Radhakrishnan, 2005). Bei PSZ ist CDKN1A auch als Mediator von
Seneszenz anzusehen (Fitzner et al., 2013). Von allen untersuchten Kinaseinhibitoren
steigerte nur Regorafenib die Expression von CDKN1A. Die anderen SMI beeinflussten den
mRNA-Spiegel nicht.

Die zellzyklusinhibierenden Eigenschaften von Regorafenib, die Uber eine Hemmung von
CCND1 und CDKN1A auf mRNA-Ebene vermittelt werden, sind insofern unerwartet, als dass
der Kinaseinhibitor das Zellwachstum letztendlich steigerte und nicht inhibierte.
Wahrscheinlich sind Veranderungen in anderen, den Zellzyklus regulierenden und hier nicht
untersuchten Genen dafur verantwortlich und/oder posttranslationale Modifikationen spielen
eine Rolle.

Da der Nachweis einer Wirkung der Kinaseinhibitoren auf die Expression von o-SMA auf
Proteinebene nicht mdéglich war, erfolgte die Analyse des Gens a-SMA. Die mRNA-Spiegel
stiegen wéhrend der Inkubation mit Regorafenib und Trametinib an. Nur Dactolisib senkte
das Niveau der a-SMA Expression. Aus der Kombination von Trametinib und Dactolisib
ergab sich ein Ausgleich der Effekte und demnach keine Wirkung auf den a-SMA-Spiegel.
Der myofibroblastische Phéanotyp von PSZ blieb demnach auch nach Inkubation mit
Regorafenib und Trametinib erhalten. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit
anderen Befunden, die ebenfalls nahelegen, dass ein einmal ausgepragter aktivierter PSZ-
Phéanotyp durch Kinaseinhibitoren nicht oder allenfalls partiell reversibel ist (Elsner et al.
2014). Ein realistisches Ziel des Einsatzes von Inhibitoren, wie den in dieser Arbeit
untersuchten SMI, ware demnach in erster Linie die Hemmung von Funktionen aktivierter
PSZ, wie der Zellproliferation und der Expression profibrotischer Gene. Offen bleibt, ob die
hier getesteten SMI imstande sind, die Aktivierung priméar runhender PSZ zu verhindern. Die
praktische Relevanz eines solchen Effektes unter den Bedingungen des CP und des PK
ware ohnehin fraglich, da zahlreiche PSZ zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits im
aktivierten Phanotyp vorliegen.
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Kollagen Typ 1 ist der Hauptbestandteil der EZM und demnach entscheidend bei der
Ausbildung der Pankreasfibrose. Kinaseinhibitoren, die in der Lage sind, Kollagen Typ 1 zu
hemmen, verfligen demnach Uber antifibrotische Eigenschaften. In dieser Untersuchung traf
dies fur Dactolisib zu. Regorafenib und Trametinib allein konnten den Kollagen Typ 1 mRNA-
Spiegel nicht senken. Kombinierte man hingegen Dactolisib mit Trametinib, so Uberwog die
antifibrotische Wirkung des P13-K- und mTOR:-Inhibitors.

Ein wesentlicher Stimulator fir die Produktion von EZM ist TGF-B1. Interessanterweise
fhrte die Gabe von Dactolisib nicht zu einem Abfall der TGF-£1-Spiegel, wie die Absenkung
von Kollagen Typ 1 vermuten lie3, sondern zu einem Anstieg. Eine Interpretation dieser
Diskrepanz ist nur nach vertiefenden Folgestudien mdglich, die im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr mdéglich waren. Dafir hemmten Regorafenib und Trametinib das Niveau der
TGF-p1-Expression und wirken dadurch indirekt antifibrotisch. Die SMI verhielten sich
demnach gegensinnig in Bezug auf die Kollagen Typ 1- und TGF-B1-Expression. Die
Kombination aus Trametinib und Dactolisib hob die jeweiligen Einzelwirkungen auf und hatte
dementsprechend keinen Effekt. In einer neueren Studie aus dem Jahr 2016 wurde eine
weitere Bedeutung von TGF-p eruiert. Hohe Spiegel an TGF-B (hauptséachlich TGF-p1)
hemmen die Produktion von Lumican. Lumican ist ein durch PSZ sezerniertes Proteoglykan,
welches Kollagen zu Fibrillen anordnet. Ist die EZM reich an diesem Proteoglykan, so ist die
Zelladhasion und Mobilitat von PSZ erhéht (Kang et al.,, 2016). Eine weitere Untersuchung
unterstrich die Bedeutung von Lumican fir Patienten mit einem PK. War nach einer
Operation das Bioptat reich an Lumican, so verlangerte dies das Uberleben der Patienten
(Li et al.,, 2014).

Uber einen autokrinen Loop findet eine gegenseitige Beeinflussung der IL-6- und TGFp1-
Sekretion statt. Dieser Mechanismus wird Uber ERK- und Smad2/3- abhangige Signalwege
vermittelt (Aoki et al., 2006). Eine Analogie der Wirkungen der Kinaseinhibitoren auf beide
Gene ist in Ansatzen erkennbar. So hemmten Regorafenib und Trametinib besonders
effektiv die IL-6-Expression auf 4 bzw. 10 %, wohingegen unter dem Einfluss von Dactolisib
keine Verdnderung zu erkennen war. Kombinierte man Trametinib und Dactolisib
miteinander, so Uberwog die inhibierende Wirkung von Trametinib. IL-6 ist ein wichtiges pro-
inflammatorisches Zytokin. Im Kontext der CP konnte gezeigt werden, dass IL-6 die

Kollagenproduktion von PSZ sowie deren a-SMA-Expression beférderte (Mews et al., 2002).
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4.2.10 Wirkung der Kinaseinhibitoren auf die Ausschuttung von IL-6

In der Analyse der Genexpression war auffallig, dass insbesondere die /L-6 mRNA-Spiegel
durch zwei der drei SMI deutlich gesenkt werden konnten. Da eine Untersuchung auf
Genebene den tatsachlichen Effekt, der letztendlich in einer veranderten Proteinmenge
resultiert, nicht vollstdndig erfassen kann, erfolgte die Bestimmung des IL-6 Spiegels mittels
ELISA im Kulturliberstand von mit Kinaseinhibitoren behandelten Zellen. Die Wirkung der
SMI war analog zu den Ergebnissen der Genexpressionsanalysen. Am starksten inhibierte
Regorafenib, gefolgt von Trametinib, die IL-6 Produktion. Obwohl Dactolisib alleine keine
Wirkung hervorrief, fihrte die Kombination mit Trametinib zu einer Reduktion des IL-6
Spiegels. Insgesamt muss aber festgestellt werden, dass die Effekte auf Proteinebene
deutlich geringer ausfielen als auf mMRNA-Ebene. Eine mégliche Erklarung daflr ist, dass am
Anfang der Inkubationszeit die Sekretion von IL-6 unabhangig vom Inhibitor verlief, da dieser
zunachst zu seinen Zielstrukturen gelangen musste, um eine Signalkaskade zu aktivieren,
die letztendlich Uber die Beeinflussung auf Genebene in einer verminderten Produktion von
IL-6 mindete. Der ELISA detektierte aber alle wahrend der Inkubationszeit sezernierten 1L-6-
Molekile. Bei der Analyse auf mRNA-Ebene wurde hingegen der Zustand der Zellen nach
der Inkubation untersucht.

4.2.11 Antifibrotische Effekte der SMI bei primaren PSZ

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die antifibrotischen Effekte der Kinaseinhibitoren
Regorafenib, Trametinib und Dactolisib auf primére PSZ untersucht.

Fibrosierung beschreibt einen Prozess der bindegewebigen Umwandlung von
Organparenchym. Als antifibrotische Effekte sind demnach Wirkungen zusammenzufassen,
die eine vermehrte Bildung von Bindegewebe unterdriicken oder einen Untergang von
bereits bestehendem Bindegewebe herbeifihren. PSZ sind ein wichtiger Produktionsort far
EZM, indem sie v. a. Kollagen synthetisieren. Unter antifibrotischen Effekten ist demnach
auch eine Hemmung der Proliferation der Sternzellen zu verstehen, da dann die EZM-
Produktion vermindert wird. Zusatzlich sezernieren PSZ auch Zytokine wie TGF-1 und IL-6.
TGF-B1 ist der Hauptstimulator fir die Bildung von Kollagen (Apte et al., 1999). IL-6 ist pro-
inflammatorisch wirksam und kann via para- und autokrinen Signalwegen die Aktivierung von
PSZ aufrechterhalten bzw. herbeifiihren (Aoki et al., 2006). Daher ist eine Inhibiton der
Expression beider Zytokine als indirekt antifibrotischer Effekt anzusehen.
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Die Tabelle 4.1 zeigt die antifibrotischen Effekte der untersuchten SMI in einer Ubersicht.

Regorafenib 10 uM | Trametinib 10 nM | Dactolisib 30 nM

Zellproliferation 1 i) l
Genexpression:

- Kollagen Typ 1 = = I

- TGF-p1 ! ! T

- IL-6% ! ! =
1 signifikante Erhdhung des Parameters | signifikante Eriedrigung des Parameters

= keine Verénderung (Die Angaben sind jeweils in Bezug zur unbehandelten Kontrolle zu betrachten.)

Tab. 4.1: Antifibrotische Effekte der Kinaseinhibitoren

Erfasst sind die Ergebnisse der BrdU-Proliferationsanalyse unter dem Punkt Zellproliferation (3.2.1)
sowie der Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR (3.2.9) beziiglich der Gene Kollagen Typ 1,
TGF-p1 und IL-6. *Eine Verifizierung der erhobenen Daten ist auch auf Proteinebene erfolgt und
bestatigte das Ergebnis (3.2.10).

Aus der Zusammenfassung der ausgewahlten Ergebnisse geht hervor, dass alle
untersuchten Kinaseinhibitoren antifibrotische Effekte aufweisen. Obwohl Regorafenib weder
eine Inhibition des Zellwachstums herbeifiihrte, noch den mRNA-Spiegel von Kollagen Typ |
senkte, ist ein indirekt antifibrotischer Effekt Uber eine Hemmung von TGF-£71 und IL-6
vorhanden. Trametinib weist sowohl direkte als auch indirekte antifibrotische Effekte auf. Bei
diesem Inhibitor kommt es zu einer Reduzierung des Zellwachstums und zur analogen
Wirkung auf die TGF-£1- und IL-6-Spiegel wie beim Regorafenib. Einzig Dactolisib zeigte
ausschlieB3lich direkt antifibrotische Effekte, die tber eine Hemmung der Zellproliferation und
eine Absenkung des Kollagen Typ ISpiegels vermittelt werden. Es wéare zu erwarten
gewesen, dass Regorafenib und Trametinib Ober einen Rickgang der TGFpS1-Spiegel
ebenfalls eine Hemmung von Kollagen Typ 1 hervorrufen. Mogliche Grinde fir ein
Ausbleiben dieser Wirkung kénnten zum einen in einer zu kurzen Betrachtungsdauer der
Effekte auf Genexpressionsebene liegen. Ebenfalls nicht untersucht wurde der Einfluss der
SMI auf andere Komponenten der EZM wie Kollagen Typ 3 und Laminin. Beide Punkte
kdnnten in Folgestudien vertiefend betrachtet werden.

Eine Kombination aus Trametinib und Dactolisib maximierte das Potential der
Proliferationshemmung und verband die direkt antifibrotische Wirkung des Dactolisibs mit der
Absenkung des IL-6-Spiegels durch Trametinib. Es ist daher von einem verbesserten
Wirkprofil bei einer Kombination beider SMI auszugehen, das nicht zulasten einer erhéhten
Zytotoxizitat ausfallt.

Nachfolgend sind in Abbildung 4.1 die wichtigsten Wirkungen der Kinaseinhibitoren bei
primaren PSZ dargestellt.
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Regorafenib Dactolisib Trametinib + Férderung — Hemmung

Abb. 4.1: Ubersicht der SMI-Wirkungen auf priméare PSZ

Dieses Schema zeigt vereinfacht den Einfluss der SMI auf die Funktionen von PSZ. Aufgefiihrt sind
die Veranderungen in Bezug auf die Zellproliferation sowie die verschiedenen Angriffspunkte auf
Signaltransduktionsebene. Die Wirkungen der Kinaseinhibitoren auf die Expression von a-SMA, den
Zellzyklus sowie die Expression von IL-6, TGFp-1 und Kollagen Typ 1 wurden auf der mRNA-Ebene
untersucht sowie im Fall von IL-6 auch auf Proteinebene bestétigt. Angedeutet sind die vielfaltigen
und auch gegenseitigen Beeinflussungen zwischen den Mediatoren, die im Rahmen dieser Arbeit
nicht ndher betrachtet wurden. Weitere Einzelheiten zu den entsprechenden Unterpunkten sind im
jeweiligen Abschnitt im Ergebnis- bzw. Diskussionsteil erlautert.
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4.3 Integrative Betrachtung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren auf in vitro Versuchen an immortalisierten und
primaren PSZ. Eine Verifizierung der gewonnenen Daten im Tiermodell wéare der nachste
notwendige Schritt. Sollte sich auch dort zeigen, dass die getesteten Kinaseinhibitoren ihre
antifibrotischen Effekte beibehalten, so kénnte eine Uberfiihrung der SMI in Klinische Studien
erfolgen. Dies ware ein langer und zeitintensiver Weg, allerdings ist von Vorteil, dass die
ausgewahlten Kinaseinhibitoren entweder bereits als Medikament beim Menschen
zugelassen sind (Regorafenib und Trametinib) oder sich in fortgeschrittenen Phasen
klinischer Studien bei anderen Erkrankungen befinden (Dactolisib). Es ist demnach davon
auszugehen, dass Anforderungen hinsichtlich Nebenwirkungen, Teratogenitdt und
Mutagenitat erfillt sind. Notwendig ware v. a. der Nachweis einer Wirksamkeit beim
Menschen.

Die Fibrosierung des Pankreas fuhrt sowohl zu Funktionseinschrankungen als auch zur
Progression der Grunderkrankung. Ob eine Reduzierung der fibrotischen Areale um das PK
bzw. im Rahmen der CP tatsachlich als prognostisch glinstig anzusehen ist, wurde noch
nicht abschlieBend geklart. Studien bei der CP haben diesen Aspekt bisher nicht
systematisch erfasst. Beim PK gibt es unterschiedliche Auffassungen und Studienergebnisse
Uber die prognoseverbessernden Aussichten einer Stromadepletion (siehe 1.2). Gelangt man
in Zukunft zu der Erkenntnis, dass die Reduzierung der Pankreasfibrose beim PK ein
verlangertes Uberleben hervorruft, so wiirden sich insbesondere Dactolisib und Trametinib
als Kinaseinhibitoren eignen. Eine Kombination von beiden SMI wirde mdglicherweise die
erwunschten Wirkungen der Einzelsubstanzen verstérkt zur Auspréagung bringen. Stellt sich
dagegen heraus, dass die den Organismus schitzenden Eigenschaften von PSZ
uberwiegen und vielmehr eine Verminderung von Entziindungsmediatoren im Vordergrund
stehen sollte, so wiirde sich Regorafenib als geeigneter Kinaseinhibitor anbieten.

Letztlich kénnte eine antifibrotische Therapie bei der CP wie auch beim PK ein méglicher
Baustein in einem multimodalen und interdisziplinaren Therapiekonzept sein. Insbesondere
beim PK wird eine Heilung auf absehbare Zeit nur Gber chirurgische Verfahren zu erzielen
sein. Die Entwicklung neuer Medikamente dient daher in erster Linie der Verlangerung des
Uberlebens bei einer Zunahme an Lebensqualitat. Ein méglicher Ansatzpunkt ist mit dieser
Arbeit auf Zellebene konkretisiert worden.
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5 Zusammenfassung

Erkrankungen der Bauchspeicheldrise gehen mit einer deutlichen Einschrankung der
Lebensqualitadt Betroffener einher. Wahrend bei der chronischen Pankreatitis (CP)
Symptome der exokrinen und spater auch endokrinen Organinsuffizienz dominieren, ist das
Pankreaskarzinom (PK) v. a. durch seine schlechte Prognose gekennzeichnet. Die Funf-
Jahres-Uberlebensrate liegt bis heute unter 10 %. Beiden Erkrankungen gemeinsam ist der
bindegewebige Umbau des Pankreas, was als Fibrose bezeichnet wird. Verantwortlich daftr
sind Uberwiegend pankreatische Sternzellen (PSZ). In Folge einer Organschadigung gehen
diese Zellen in einen aktivierten myofibroblastischen Zustand tber und produzieren vermehrt
Bestandteile der Extrazellularmatrix wie Kollagen sowie Zytokine. Dieser Prozess dient der
Wundheilung und ist zunachst als physiologisch anzusehen. Problematisch ist hingegen das
Fortbestehen des Aktivierungszustandes, wie es bei der CP und beim PK der Fall ist. Das
Fortschreiten der Fibrose bedingt dabei auch die Progression der Grunderkrankung. Bislang
ist es nicht mdglich, den bindegewebigen Organumbau therapeutisch zu adressieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, klinisch relevante Kinaseinhibitoren in einem in vitro Modell
an immortalisierten sowie primaren PSZ der Ratte auf ihre antifibrotische Wirkung zu
untersuchen. Der Fokus lag dabei auf Substanzen, die zum einen in fir die
Sternzellaktivierung wichtige intrazellulare Signalwege wie den PI3-K/AKT/mTOR- oder
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg eingreifen und die zum anderen bereits in der onkologischen
Therapie eingesetzt oder klinisch getestet werden. Analysiert wurden im Rahmen dieser
Arbeit die Effekte der SMI auf die Zellproliferation und die Ausbildung eines
myofibroblastaren Phanotyps sowie die Wirkungen der Pharmaka auf der
Signaltransduktions- und Genexpressionsebene.

Versuche an immortalisierten PSZ dienten dabei der Auswahl geeigneter Inhibitoren sowie
der Festlegung von adaquaten Konzentrationsbereichen. Der Multikinaseinhibitor
Regorafenib senkte wie der MEK-Inhibitor Trametinib effektiv die Zellproliferation,
wohingegen es unter der Einwirkung des AKT-Inhibitors Perifosin zu keiner konstanten
Hemmung des Zellwachstums kam. Vemurafenib, welches B-RAFV8%°E adressiert, flihrte wie
erwartet zu keinem Rulckgang der PSZ-Proliferation, da diese Mutation bei diesem Zelltyp
nicht vorkommt. Auf Signaltransduktionsebene bewirkten sowohl Regorafenib als auch
Trametinib einen deutlichen Rlickgang des Spiegels an phosphorylietem ERK. Perifosin
fOhrte zwar zu einer Verringerung des Aktivitatsgrades des PI13-K/AKT/mTOR-Signalweges,
letztendlich wurde aber ein vielversprechenderer Inhibitor dieses Signalweges, das dual auf
die Phosphatidylinositol 3-Kinase und mTOR wirkende Dactolisib, verfigbar, welches in den
folgenden Versuchen Perifosin ersetzte.
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Aufgrund der Ergebnisse der Studien an immortalisierten PSZ wurden in den darauf
folgenden Untersuchungen an priméaren PSZ die Kinaseinhibitoren Regorafenib, Trametinib
und Dactolisib getestet. Dabei wirkten sowohl Trametinib als auch Dactolisib in nanomolaren
Konzentrationen antiproliferativ. Kombinierte man niedrige Dosierungen beider Inhibitoren,
war ein synergistischer Effekt in Bezug auf das Zellwachstum nachzuvollziehen. Unerwartet
kam es hingegen zu einer wachstumssteigernden Wirkung durch den Multikinaseinhibitor
Regorafenib. Keiner der getesteten Inhibitoren zeigte eine signifikante Zytotoxizitat,
wenngleich tendenziell eine leicht erhéhte Rate an toten Zellen mit steigender
Inhibitordosierung zu beobachten war. Allerdings flhrte die Kombination aus Trametinib und
Dactolisib zu keiner vermehrten Toxizitat im Verhaltnis zu den jeweiligen Einzelsubstanzen.
Auch bei den primaren PSZ erfolgte eine Analyse der SMiI-Effekte auf
Signaltransduktionsebene. War bei den immortalisierten PSZ unter der Einwirkung von
Regorafenib eine Verminderung der Zellproliferation an eine Hemmung des
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges gekoppelt, so hemmte der SMI bei Priméarzellen den
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg bei gleichzeitiger Steigerung des Zellwachstums. Wodurch
diese Unterschiede begrindet sind, lieB sich im Rahmen dieser Arbeit nicht klaren.
Letztendlich kann eine alleinige Aktivitatsverminderung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges,
wie es ebenfalls bei Dactolisib festzustellen war, auch eine effektive Verringerung der
Zellproliferation herbeifihren. Gezeigt werden konnte am Beispiel von Dactolisib, dass eine
Erhdhung der SMI-Dosis mit einer verstarkten Wirkung auf Signaltransduktionsebene
korreliert. Wie auch schon bei den immortalisierten PSZ bedingte der MEK-Inhibitor
Trametinib bei primaren PSZ eine Hemmung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges. Die
Kombination von Dactolisib und Trametinib fihrte zu einem Eingriff in die beiden
untersuchten Signalwege.

Keiner der getesteten Kinaseinhibitoren verringerte die Auspragung des myofibroblastischen
Aktivitatsmarkers o-SMA auf Proteinebene. Es bleibt dabei fraglich, ob die ausbleibende
Wirkung durch den zu kurzen Untersuchungszeitraum begrindet werden kann. Auf
Genexpressionsebene hemmte lediglich Dactolisib den Spiegel an «a-SMA, unter der
Einwirkung von Regorafenib und Trametinib war hingegen ein Anstieg zu verzeichnen. Auf
der anderen Seite griffen diese beiden SMI in den Zellzyklus ein. Es kam zu einer Hemmung
von CCND1 und bei Regorafenib zusétzlich zu einer Steigerung des Spiegels von CDKN1A.
Dactolisib wirkte als einziger SMI auf Genexpressionsebene direkt antifibrotisch Uber eine
Verringerung von Kollagen Typ 1. Hingegen waren Regorafenib und Trametinib indirekt
antifibrotisch wirksam, indem sie eine Hemmung der Expression von TGF-£1 herbeifhrten.
Beide Inhibitoren besitzen ebenfalls antiinflammatorische Eigenschaften. Es kam zu einer
Verringerung des IL-6-Spiegels auf mRNA-Ebene, die auch in Proteinanalysen bestatigt
werden konnte.
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Mit dieser Arbeit wurden im in vitro Modell mégliche Kinaseinhibitoren mit antifibrotischen
Wirkungen aufgezeigt. Weiterfuhrende Studien am Tiermodell kdnnten dazu beitragen,
diesen Ansatz weiter zu vertiefen. Insbesondere die Kombination aus Trametinib und
Dactolisib sollte dabei verstarkt untersucht werden. Fokussiert werden sollten dabei auch die
Auswirkungen einer Stromadepletion bzw. die derzeit diskutierten Vorteile einer
Stromamodifikation in Bezug auf die Progression der Grunderkrankung.
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10.

Thesen

Sowohl die chronische Pankreatitis als auch das Pankreaskarzinom gehen mit einer
Fibrose des Pankreas einher, die das Fortschreiten beider Erkrankungen begtnstigt.
Als Hauptakteure des bindegewebigen Umbaus gelten pankreatische Sternzellen
(PSZ2), die aktuell therapeutisch noch nicht adressiert werden kénnen.

Ein geeignetes in vitro Modell sind PSZ der Ratte, an denen der Einsatz von
spezifischen Kinaseinhibitoren (small moleculare kinase inhibitors; SMI) als eine
mdgliche Therapieoption untersucht werden kann.

Der MEK-Inhibitor Trametinib wie auch der Multikinaseinhibitor Regorafenib hemmen
effektiv das Wachstum immortalisierter PSZ.

Weiterflihrende Untersuchungen wurden an primaren PSZ durchgefiihrt. Sowohl
Trametinib als auch der dual wirksame Phosphatidylinositol 3-Kinase/mTOR-Inhibitor
Dactolisib verringern im nanomolaren Dosisbereich die Proliferation von primaren PSZ.
Eine Kombination beider Inhibitoren hat synergistische Effekte in Bezug auf das
Zellwachstum zur Folge. Im Gegensatz dazu bewirkt Regorafenib unerwartet eine
Steigerung der Zellproliferation.

Die Wirkung der Kinaseinhibitoren ist nicht mit einer signifikant erhdhten Zytotoxizitat
assoziiert.

Seine wachstumshemmende Wirkung ruft Trametinib durch eine Inhibition des
Ras/Raf/MEK/ERK- bzw. Dactolisib durch eine Verminderung der Aktivitdt des
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges hervor.

Die qualitativ unterschiedlichen Wirkungen von Regorafenib auf das Wachstum
immortalisierter und primarer PSZ gehen mit distinkten Effekten auf der
Signaltransduktionsebene einher: W&hrend Regorafenib bei immortalisierten
Sternzellen eine Hemmung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges hervorruft, bewirkt der
SMI  bei primaren PSZ vorrangig einen geringeren Aktivitdtsgrad des
PI3-K/AKT/mTOR-Signalweges.

Regorafenib besitzt Gber eine Hemmung der Expression von CCND1 bei gleichzeitiger
Steigerung der Expression von CDKN1A zellzyklusinhibierende Eigenschaften.
Trametinib bewirkt ebenfalls eine Senkung des CCND1-Spiegels.

Der dual wirkende SMI Dactolisib zeigt direkt antifibrotische Effekte Uber eine
Verringerung der Kollagen Typ 1-Expression, einem Hauptbestandteil der
Extrazellularmatrix. Regorafenib und Trametinib wirken hingegen nur indirekt

antifibrotisch Uber eine Hemmung der Genexpression von TGF-f1.
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Keiner der SMI fUhrt zu einer verminderten Auspragung des myofibroblastischen PSZ-
Aktivitdtsmarkers a—SMA in Proteinanalysen.

Sowohl Regorafenib als auch Trametinib verringern den Spiegel des
proinflammatorischen und profibrotischen Zytokins IL-6 auf Genexpressions- und
Proteinebene.

Der Stellenwert einer stromadepletierenden Therapie bei Erkrankungen mit
umgebender Pankreasfibrose ist derzeit noch Gegenstand der Forschung. Unter
Umstanden ist eine Stromamodifikation einer reinen Depletion vorzuziehen.
Weiterflhrende Studien der hier untersuchten Kinaseinhibitoren am Tiermodell kénnten
helfen, die Thematik besser zu verstehen. Dabei sollten insbesondere die
synergistischen Effekte von Trametinib und Dactolisib in vertiefenden Untersuchungen
analysiert werden.
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pankreatische intraepitheliale Neoplasie
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor
platelet-derived growth factor receptor
negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Pankreaskarzinom

Gen, welches flr ein Trypsinogen codiert
pankreatische Sternzelle
Polyvinylidenfluorid

rapidly accelerated fibrosarcoma

rat sarcoma


https://de.wikipedia.org/wiki/Dekadischer_Logarithmus
https://de.wikipedia.org/wiki/Proton_(Chemie)
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RET
RNA
RT
SEM
SDS
SDS-PAGE
SMI
SPINK1
STK11
Tab.
Taq
TBE
TEMED
TGF-p
TIE
TIMP
TLR
TNF-a
TRIS

U
UGT1A9
uv
VEGFR

rearranged during transfection, ein Protoonkogen
Ribonukleinséaure

Reverse Transkriptase

standard error of the mean

sodium dodecyl sulfate

sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
small moleculare kinase inhibitor

serine protease inhibitor Kazal-type 1

serine/threonine kinase 11

Tabelle

Thermus aquaticus

TRIS-Borat-EDTA

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor-f

tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains
tissue inhibitor of metalloproteinase

toll-like receptor

Tumornekrosefaktor-o

Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

unit

Gen; welches fur die UDP-Glucuronosyltransferase 1-9 codiert
ultraviolett

vascular endothelial growth factor


https://de.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
https://de.wikipedia.org/wiki/Vascular_Endothelial_Growth_Factor
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