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STAND DER FORSCHUNG

l. STAND DER FORSCHUNG

1.1 DAS PANKREAS

Das Pankreas ist ein sekundar retroperitoneal gelegenes Organ des Gastrointestinaltrakts. Es
besteht aus zwei strukturell unterschiedlichen, aber funktionell integrierten Driisensystemen,
dem exokrinen und dem endokrinen Pankreas (Leung, 2010). Der exokrine Anteil, bestehend
aus Azinus- und Gangzellen, synthetisiert Verdauungsenzyme sowie Natriumbikarbonat. Der
endokrine Anteil setzt sich aus flinf unterschiedlichen sekretorischen Inselzellen zusammen,
aus denen Peptidhormone zur Aufrechterhaltung der Glukosehomoostase sezerniert werden
(Pape et al., 2023).

1.2 DAS PANKREASKARZINOM

Das Pankreaskarzinom bezeichnet eine maligne Erkrankung des Pankreas, welche nach der-
zeitigem Wissenstand aus pramalignen intraepithelialen Vorstufen entsteht (Yachida and La-
cobuzio-Donahue, 2013). Die Epithelneoplasien kdnnen entweder exokrinen oder endokrinen
Ursprungs sein, wobei die exokrinen Neoplasien weiter in duktale und azinare Neoplasien un-
terteilt werden (Haeberle and Esposito, 2019). Bei etwa 90 % der Neoplasien des Pankreas
handelt es sich um das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) (Halbrook et al., 2023)
(Haeberle and Esposito, 2019). Seltener sind Tumoren, die sich aus den endokrinen Anteilen
ableiten. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 11 % weist das PDAC neben dem Me-
sotheliom die niedrigste Uberlebensrate unter allen Krebserkrankungen auf (Robert Koch-

Institut, Abteilung fur Epidemiologie und Gesundheitsmonitoring, 2023).

1.2.1 EPIDEMIOLOGIE

Das Pankreaskarzinom stellt das deutsche Gesundheitssystem vor eine wachsende Heraus-
forderung. Im Jahr 2020 erkrankten laut der aktuellen Krebsstatistik des Robert Koch-Institutes
in Deutschland 20.200 Menschen an einem Pankreaskarzinom. Entsprechend der ungunsti-
gen Prognose verstarben etwa gleich viele Betroffene. Zusatzlich kam es zwischen 1990 und
2020 zu einem Anstieg der altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten. Im bundes-
weiten Vergleich ist Mecklenburg-Vorpommern besonders betroffen. Dort sind die altersstan-
dardisierten Neuerkrankungen und Todesfalle im bundesweiten Vergleich am héchsten. Im
Mittel erkranken Frauen im Alter von 76 Jahren, bei Mannern liegt das mittlere Erkrankungs-
alter bei 72 Jahren. Fir beide Geschlechter stellt das Pankreaskarzinom die vierthaufigste
Krebstodesursache in Deutschland dar (Robert Koch-Institut, Abteilung fur Epidemiologie und
Gesundheitsmonitoring, 2023), weltweit liegt es auf Platz 7 (Stoffel et al., 2023).




STAND DER FORSCHUNG

1.2.2 ATIOLOGIE

Dem PDAC liegt eine multifaktorielle Genese zugrunde. Die Risikofaktoren lassen sich in mo-
difizierbare und nicht modifizierbare Faktoren einteilen.

Als modifizierbare Risikofaktoren gelten Rauchen, starkes Ubergewicht sowie die chronische
Pankreatitis (CP) (Robert Koch-Institut, Abteilung fur Epidemiologie und Gesundheitsmonito-
ring, 2023) (Klein, 2021). Bei Rauchern steigt das Risiko, am PDAC zu erkranken, mit der
Anzahl der gerauchten Zigaretten (Klein, 2021). Ubergewicht gilt ebenfalls als gesicherter Ri-
sikofaktor (Lilly et al., 2023). Angesichts der seit 1990 verdoppelten Ubergewichtsraten bei
Erwachsenen ist ein entsprechender Anstieg der Haufigkeit von PDACs zu erwarten (World
Health Organisation, 2024). Einen weiteren Risikofaktor stellt die CP dar. Sie beschreibt einen
multifaktoriellen, fortschreitenden und destruktiven Entziindungsprozess, bei dem chronische
Entziindungen des Pankreas wiederholt zu fibrotischen Gewebsveranderungen, Gangobstruk-
tionen, Atrophie und Funktionsverlust fihren (Beyer et al., 2020) (Algul et al., 2007). Lang
andauernde Entzindungsprozesse fordern einen erhdhten Zellumsatz und eine verstarkte
Proliferation pankreatischer Sternzellen, wodurch die Bildung von Fibrosegewebe begunstigt
wird. Zudem stimulieren chronische Entziindungen die Sekretion von Entziindungsmediatoren
wie Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren. Daraus resultiert ein entziindungsfor-
derndes Mikromilieu, das die Entstehung von Mutationen férdert und so die Karzinogenese
begunstigt (Klein, 2021) (Algul et al., 2007) (Gandhi et al., 2022) (Lilly et al., 2023). Obwonhl
der direkte Zusammenhang zwischen hohem Alkoholkonsum und dem PDAC noch nicht ab-
schlielRend bewiesen ist, deuten zahlreiche Studien darauf hin. Zudem ist hoher Alkoholkon-
sum ein gesicherter Risikofaktor fiir eine CP (Stoffel et al., 2023) (Wang et al., 2016).

Zu den nicht modifizierbaren Risikofaktoren zahlen ein erhohtes Lebensalter, das Geschlecht,
die ethnische Herkunft, eine familiare Vorbelastung sowie die genetische Veranlagung (Rai-
mondi et al., 2009).

Ein fortgeschrittenes Lebensalter wird als Hauptrisikofaktor betrachtet. Darliber hinaus liegt
die weltweite Inzidenz beim mannlichen Geschlecht héher als beim weiblichen (Raimondi et
al., 2009). Die Bedeutung hereditarer Faktoren zeigt sich in dem 1,5- bis 13-fach erhéhten
Risiko, an einem PDAC zu erkranken, wenn ein naher Verwandter ebenfalls an dieser Krank-
heit leidet (Klein, 2021). Zu den bekannten erblichen Risikofaktoren, die mit einem erhdhten
Risiko fir das PDAC assoziiert sind, zahlen Keimbahnmutationen in Pradispositionsgenen wie
BRCA1/2, PALB2, ATM und CDKNZ2A sowie hereditare Syndrome, wie das FAMMM-Syndrom,
das Lynch-Syndrom und die hereditare Pankreatitis (Raimondi et al., 2009) (Hu et al., 2021)
(Wolfgang et al., 2013). Ein besonders hoher Anteil der Patienten weist pathogene Varianten
im BRCA2-Gen auf (Klein, 2021).

Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) kdnnte sowohl als nicht modifizierbarer Risikofaktor als auch
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als modifizierbarer Risikofaktor fir das PDAC angesehen werden, insbesondere wenn der Ein-
fluss von Lebensstilfaktoren wie Ernahrung und korperlicher Aktivitat auf die Krankheitsentste-
hung berticksichtigt wird. T2DM ist haufig mit Ubergewicht verbunden, einem modifizierbaren
Risikofaktor fur die Entwicklung eines PDAC (Tang et al., 2011). Daruber hinaus fungiert T2DM
nicht nur als Risikofaktor fir die Entstehung eines PDAC, sondern kann auch als Symptom
eines bereits bestehenden PDAC auftreten (Roy et al., 2021) (Andersen et al., 2017). Die zu-
nehmende Pravalenz von T2DM kdnnte in dem Zusammenhang ein Grund fur die trotz rick-

laufigen Tabakkonsums steigende altersstandardisierte Inzidenz des PDAC sein (Klein, 2021).

1.2.3 PATHOGENESE

Es existieren drei spezifische Vorlauferlasionen der normalen Mukosa, aus denen sich PDACs
entwickeln. Diese drei neoplastischen Vorlauferlasionen sind die pankreatische intraepitheliale
Neoplasie (PanIN), die intraduktale papillare muzinése Neoplasie (IPMN) sowie die muzindse
zystische Neoplasie (MCN) (McGuigan et al., 2018). Eine PanIN ist eine mikroskopisch kleine,
flache oder papillare Lasion, ausgehend von den kleinen intralobularen Pankreasgangen
(Distler et al., 2014). GemaR aktuellen Studien lassen sich PanINs in low-grade und high-grade
Lasionen einteilen. Die PanINs treten von den Neoplasien am haufigsten auf und weisen je
nach Subtyp ein unterschiedlich hohes Risiko fir die Entwicklung eines PDAC auf (Ying et al.,
2016) (McGuigan et al., 2018).

Die Entwicklung von PDACs geht haufig mit einer genetischen Instabilitat einher, die sich in
Mutationen von Genen manifestiert. Zu den haufig mutierten Genen zahlen das Protoonkogen
KRAS und die Tumorsuppressorgene CDKNZ2A, TP53 und SMAD4 (Mohammed et al., 2014)
(Lohr et al., 2005). Mit zunehmendem Dysplasiegrad der PanIN steigt auch die Mutationsrate
des Protoonkogens KRAS. Studien zufolge mutiert KRAS in ungefahr 80 % der PDAC-Falle
(L6hr et al., 2005).

1.2.4 KLINIK UND DIAGNOSTIK

Die Diagnose eines PDACs wird aufgrund fehlender oder unklarer Symptomatik haufig erst im
fortgeschrittenen Stadium gestellt, wenn der Tumor bereits in umliegendes Gewebe filtriert
oder Metastasen gebildet hat (Vincent et al., 2011). Zu den haufigen Symptomen z&hlen un-
spezifische Beschwerden, wie Bauch- oder Rickenschmerzen, Fatigue, ein schmerzloser lkte-
rus durch Gallengangsobstruktion und Gewichtsverlust (Wood et al., 2022). Gelegentlich kann
eine Obstruktion des Pankreasganges zu Symptomen einer Pankreatitis fuhren (Vincent et al.,
2011). Auch eine Erkrankung mit T2DM kann ein Hinweis auf ein PDAC sein. Die Pravalenz
von T2DM bei Patienten mit PDAC ist au3erordentlich hoch. Einer Studie zufolge wurden bei

47 % der Patienten mit einem PDAC zusatzlich T2DM gefunden, im Vergleich zu 7 % der




STAND DER FORSCHUNG

Kontrollpersonen (Andersen et al., 2017). Bislang fehlen zuverlassige Methoden zur Friher-
kennung oder zum Screening der Allgemeinbevoélkerung sowie von Risikogruppen auf PDAC
(Lammert, 2019).

Laut der S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom erfolgt bei Patienten tber 50 Jahren
mit indikativen Symptomen priméar eine Oberbauchsonographie, um die Verdachtsdiagnose
eines PDACs zu stellen und eventuelle Metastasen zu erfassen. Zur Klarung des Tumorver-
dachtes sind anschlieRende Verfahren wie Endosonographie, Multidetektor-CT, MRT, MRCP
oder ERCP geeignet (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., AWMF, 2024). Die beiden sensitivsten
Verfahren sind die Multidetektor-CT und das MRT in Kombination mit der MRCP. Differential-
diagnostisch kann bei Nachweis einer Raumforderung anschliefend die laborchemische Be-
stimmung von CA19-9 durchgefiihrt werden. Obwohl CA19-9 als alleinstehender Marker fur
die Friherkennung oder als Screening Parameter unzureichend ist, korreliert ein erhdhter
Wert bei bereits diagnostizierten PDAC mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer
eingeschrankten Operabilitat (Ge et al., 2017) (Park et al., 2021).

1.2.5 TUMORMIKROMILIEU

Ein wichtiges histopathologisches Merkmal des PDAC ist die ausgepragte Reaktion des um-
liegenden Gewebes, die sowohl immunsuppressive als auch desmoplastische Eigenschaften
aufweist und eine entscheidende Rolle in der Entstehung und Entwicklung des PDAC spielt
(Ren et al., 2018). Die resultierende Tumorumgebung, auch als Tumormikromilieu (TME) be-
zeichnet, besteht aus einer heterogenen Zusammensetzung zellularer und nicht-zellularer Be-
standteile. Hierzu zahlen krebsassoziierte Fibroblasten (CAFs), pankreatische Stellatumzellen
(PSCs), Endothelzellen, Perizyten, Neuronen, infiltrierende Immunzellen sowie Komponenten
der extrazellularen Matrix (ECM) (Ren et al., 2018) (Ho et al., 2020) (Hosein et al., 2020).

Die desmoplastischen Eigenschaften des TME resultieren aus einer fibrotischen Reaktion, die
durch einen Uberschuss an Fibroblasten und einer vermehrten Ablagerung von ECM gekenn-
zeichnet ist (Hessmann et al., 2020). Diese Desmoplasie kann bis zu 90 % der Tumormasse
ausmachen (Wang et al., 2021). Charakteristisch fur die ECM beim PDAC sind eine erhdhte
Konzentration von Kollagen (insbesondere Typen |, lll und 1V), Proteoglykanen, Hyaluronsaure
und Fibronectin (Hosein et al., 2020) (Linder et al., 2001).

Die zentrale zellulare Komponente der Desmoplasie bilden CAFs, die im TME eine aktive Rolle
in der Karzinomentstehung, -progression und Metastasierung zu spielen scheinen (Hosein et
al., 2020). CAFs zeichnen sich durch eine hohe Heterogenitat aus und lassen sich in verschie-
dene Subpopulationen unterteilen, darunter myofibroblastische, entziindliche und mesen-
chymale Stammzell-CAFs (Louault et al., 2020). In ihrer aktiven Form sind CAFs Hauptprodu-

zenten fur eine Vielzahl der ECM-Komponenten, die wesentlich zur Bildung des dichten,
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fibrdsen Stromas beitragen (Halbrook et al., 2023). PSCs galten lange als primare Quelle der
CAFs, aktuelle Studien zeigen jedoch, dass die PSCs nur einen kleinen Anteil der CAFs aus-
machen. Die genauen Urspringe der CAFs sind weiterhin Gegenstand der Forschung
(Halbrook et al., 2023) (Sunami et al., 2020).

Das fibrotische Stroma bildet nicht nur eine strukturelle Grundlage fur das TME, sondern wirkt
auch als physische und metabolische Barriere, die die Verfugbarkeit von Nahrstoffen und
Sauerstoff begrenzt. Dies fuhrt zu regionaler Hypoxie und einer dysregulierten Metabolitver-
flgbarkeit. PDAC-Zellen entwickeln zahlreiche Anpassungsmechanismen, um unter diesen
Umstanden nicht nur zu tUberleben, sondern auch zu proliferieren (Halbrook et al., 2023). Diese
Fahigkeiten basieren unter anderem auf der durch KRAS-vermittelten metabolischen
Umprogrammierung sowie auf Adaptionen, die die Nahrstoffaufnahme optimieren. Beispiels-
weise wechseln PDAC-Zellen von der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) zur aeroben
Glykolyse, ein Phanomen, das als Warburg-Effekt bezeichnet wird (Qin et al., 2020). Das
hypoxische Mikromilieu aktiviert die Angiogenese, Metastasenbildung und metabolische Um-
programmierung und tragt so zur weiteren Tumorprogression bei (Louault et al., 2020)
(Sunami et al., 2020).

Neben der Desmoplasie weist das TME auch ausgepragte immunsuppressive Eigenschaften
auf. Das PDAC wird traditionell als ,nicht-immunogene® Neoplasie betrachtet. Praklinische Da-
ten zeigen, dass das PDAC unterschiedliche Mechanismen zur Immunabwehr einsetzen, da-
runter die Rekrutierung regulatorischer Immunzellen, die Sekretion immunsuppressiver
Chemokine und Zytokine (IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-c., GM-CSF) sowie die Expression
von Zelloberflachenproteinen (PD-L1, CTLA4) (Karamitopoulou, 2019). Das TME ist durch
eine verstarkte Infiltration immunsuppressiver Zellen wie regulatorischen T-Zellen, myeloi-
schen Suppressorzellen (MDSCs) und tumorassoziierten Makrophagen (TAMs) gekennzeich-
net, die Effektorzellen wie CD4"- und CD8*-T-Zellen blockieren (Karamitopoulou, 2019) (Ho et
al., 2020). Eine hohe Anzahl myeloischer Zellen korreliert mit einer schlechteren klinischen
Prognose (Joseph et al., 2024). KRAS-Mutationen férdern das immunsuppressive TME, indem
sie die Rekrutierung von MDSCs steigern und die T-Zell-Aktivitdt hemmen (Ho et al., 2020).
PDAC-Zellen umgehen die Immunuberwachung durch Mechanismen wie die Reduktion der
MHC-Klasse-I-Expression und die Hochregulation von PD-L1 und CD47 (Joseph et al., 2024).
Die verminderte Expression von MHC-I-Molekilen verhindert die Erkennung durch CD8"-T-
Zellen (Bozic and Wilkinson, 2020). CD8"-T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der
Tumorkontrolle und sind mit einem verbesserten Uberleben von Patienten mit PDAC assoziiert
(Ansari et al., 2018). Entzindliche CAFs, die IL-6 und andere proinflammatorische Zytokine
sezernieren, tragen zur Tumorprogression bei. Sie sind typischerweise weiter entfernt von den

Tumorzellen lokalisiert (Hessmann et al., 2020).
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Zusammengefasst bildet das dichte TME eine komplexe physische und metabolische Barriere.
Diese verhindert eine adaquate Vaskularisierung, schrankt das Eindringen von Therapeutika
ein, begunstigt die Tumorentwicklung und blockiert sowohl die Infiltration als auch die Aktivie-
rung von Immunzellen. Dadurch entsteht eine immunsuppressive Umgebung, die das Fort-
schreiten des Tumors beglnstigt (Kleeff et al., 2016) (Ho et al., 2020).

1.2.6 THERAPIE

Die chirurgische Resektion stellt die bisher einzige kurative und effektive Therapieoption beim
PDAC dar (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., AWMF, 2024) (Springfeld et al., 2023). Ziel sollte
eine RO-Resektion sein (Wagner et al., 2004). Doch nur etwa 15-20 % der Karzinome sind
zum Zeitpunkt der Diagnose operabel (Mohammed et al., 2014) (Halbrook et al., 2023). Grund
dafur ist die spate Entdeckung der Karzinome in bereits fortgeschrittenem, haufig metastasier-
tem Stadium. Die anatomische Resektabilitat wird CT-basiert beurteilt. Der Tumor wird anhand
der anatomischen Beziehungen zu lokoregionaren Gefalen in resektabel, grenzwertig resek-
tabel und lokal-fortgeschritten eingeteilt. Zusatzlich stellen biologische Faktoren, wie das Vor-
liegen von Lymphknotenmetastasen und der CA19-9 Wert, sowie der ECOG (Eastern Coope-
rative Oncology Group) Performance-Status der Patienten wichtige prognostische Parameter
fur das Gesamtuberleben dar (Tas et al., 2013) (Isaji et al., 2018). An die Resektion schlief3t
sich in der Regel eine adjuvante (R0O) bzw. additive (R1) Chemotherapie fir 6 Monate an.
Abhangig vom ECOG-Performance Status erfolgt diese entweder mit FOLFIRINOX
(ECOG < 1) oder Gemcitabin (ECOG > 1-2) (Conroy et al., 2018) (Springfeld et al., 2023).
Initial als grenzwertig resektabel oder lokal-fortgeschritten eingestufte Karzinome werden mit
einer neoadjuvanten Kombinationschemotherapie aus FOLFIRINOX oder Gemcitabin plus
nab-Paclitaxel behandelt (Ghaneh et al., 2023). Anschlielsend wird mittels Schnittbildgebung
die sekundare Resektabilitat beurteilt. Patienten mit nicht resektablen Tumoren und einem gu-
ten Allgemeinzustand (ECOG Performance Status von 0 bis 2) wird eine palliative Chemothe-
rapie angeboten (Sohal et al., 2016).

Die etablierte Therapie des PDAC bildet einen wichtigen Ausgangspunkt, stof3t jedoch auf-
grund der begrenzten Wirksamkeit und der Komplexitdit des TME an ihre Grenzen.
Molekulare Profilanalysen scheinen neue Perspektiven fir die Therapie von PDAC zu eroff-
nen: Individualisierte Ansatze, beispielsweise bei Patienten mit Mutationen in homolog rekom-
binanten Genen, wie in BRCA1, 2 und PALP2, konnten in den letzten Jahren vielverspre-
chende Ergebnisse erzielen. Die Patienten zeigten nach Platin-basierter Chemotherapie und
PARP-Inhibitoren eine verlangerte progressionsfreie Uberlebenszeit und ein verbessertes
Gesamtuberleben (Hu and O'Reilly, 2024) (Park et al., 2020).
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Die wichtigsten Treibermutationen fir das PDAC sind KRAS, CDKN2A, TP53 und SMAD4,
wobei KRAS in ungefahr 80 % der Falle mutiert ist (Léhr et al., 2005). Angesichts der nahezu
universellen Prasenz der KRAS-Mutationen wurden in den letzten Jahrzehnten umfangreiche
Bemuhungen unternommen, KRAS direkt und indirekt zu therapieren, jedoch mit heterogenen
Ergebnissen (Hu and O’Reilly, 2024). Inhibitoren wie Adagrasib und Sotorasib, die spezifisch
gegen KRAS®"?C-Mutationen wirken, zeigten in friihen klinischen Studien Erfolge beim PDAC.
Allerdings betreffen diese Mutation nur etwa 1-2 % der Patienten mit PDAC (Zhou et al., 2021),
(Hu and O’Reilly, 2024). Fiir die haufigere KRAS®'?°-Mutation, die bei etwa einem Drittel der
Patienten vorliegt, wurden neuartigere Molekule wie MRTX1133 entwickelt. Diese Substanzen
bewirkten in praklinischen Studien Tumorregression (Hu and O’Reilly, 2024). Dartber hinaus
profitieren Patienten mit KRAS-Wildtyp-PDAC und seltenen Genfusionen in Genen wie
FGFR2, RAF, ALK, RET, MET, NTRK1, ROS1, ERBB4, NRG1 und FGFR3 von gezielten The-
rapien gegen diese spezifischen Mutationen. Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz
molekularer Diagnostik, um seltene therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren und behan-
deln zu kénnen (Hu and O’Reilly, 2024) (Philip et al., 2022).

Zusammengefasst erdffnet die Entwicklung neuer Substanzen fir seltenere Genmutationen
im PDAC vielversprechende Perspektiven. Sie legen eine Sequenzierung des Tumorzellge-
noms nahe, um individuelle therapeutische Ansatze zu identifizieren und das klinische Ma-

nagement des PDAC zu verbessern.

1.2.7 PROGNOSE

Nur etwa 11 % der Patienten leben 5 Jahre nach dem Zeitpunkt der Diagnose (Robert Koch-
Institut, Abteilung fir Epidemiologie und Gesundheitsmonitoring, 2023). Ein wichtiger Grund
hierfur ist die trotz erfolgreicher Resektion und anschlieRender Chemotherapie hohe Rezidiv-
rate von 20-50% (Strobel and Buchler, 2020). Im Schnitt erleiden Patienten lokale Rezidive
nach 5-23 Monaten (Okusaka, 2022). Zu den Faktoren, die das Uberleben nach einer Opera-
tion beeinflussen, zahlen die TumorgroéRe, das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen
und nervaler Invasion, der chirurgische Resektionsrand sowie der Mutationsstatus (Sugiura et
al., 2013). Die Mutation im KRAS-Onkogen ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(Buscail et al., 2020). Neben GroRRe, Invasion, dem molekularen Profil und dem TNM Stadium
spielt auch der gesundheitliche Zustand der Patienten eine wichtige Rolle fur die Prognose
(Cai et al., 2021).
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1.3 ZELLULARE SENESZENZ

Zellulare Seneszenz bezeichnet einen durch endogene und exogene Stressfaktoren sowie
physiologische Prozesse ausgelosten Zellzustand, der mit einem verlangerten, in der Regel
irreversiblen Zellzyklusarrest, sekretorischen Veranderungen, makromolekularen Schaden
und einem veranderten Stoffwechsel einhergeht (Gorgoulis et al., 2019) (Di Micco et al., 2021).
Daruber hinaus fuhrt der seneszente Zustand zu Veranderungen der Zellmorphologie (Ogrod-
nik, 2021).

Der Zustand der zellularen Seneszenz wurde erstmals 1960 von Hayflick und seinen Kollegen
beschrieben, die zeigten, dass gesunde Zellen in Kultur trotz Vorhandenseins aller notwendi-
gen Ressourcen nur eine begrenzte Anzahl an Teilungen durchlaufen. Anschlie3end traten
die Zellen in einen Zustand der dauerhaften Ruhephase tber (Campisi and d’Adda di Fagagna,
2007).

Seitdem hat sich unser Verstandnis der Ursachen und Konsequenzen der Zellseneszenz er-
heblich erweitert, vor allem in Bezug auf die molekularen und zellularen Mechanismen, die
diesen Zustand auslésen und aufrechterhalten. Dennoch konnten zentrale Fragen, wie die
evolutionare Bedeutung und die biologischen Mechanismen hinter der Existenz der Senes-
zenz, noch nicht abschlieltend geklart werden (Faget et al., 2019).

Die am weitesten verbreitete Theorie besagt, dass zellulare Seneszenz eine tumorsuppressive
Funktion erflllt (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007) (Kowald et al., 2020) (Campisi, 2013).
Der mit der Seneszenz verbundene Zellzyklusarrest bietet Zellen offenbar den Vorteil, erwor-
bene Schaden nicht an die nachfolgende Generation weiterzuvererben. Andere Theorien se-
hen die primare Funktion der Seneszenz in der Gewebereparatur und -regeneration (Gorgoulis
et al., 2019) (Kowald et al., 2020).

Die Tumorsuppressionshypothese wird jedoch durch den seneszenzassoziierten sekretori-
schen Phanotyp (SASP, engl. senescence-associated secretory phenotype) infrage gestellt.
Der SASP umfasst eine komplexe Mischung aus Chemokinen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren
und Proteasen, die proinflammatorische und potentiell tumorférdernde Effekte entfalten kon-
nen (Kowald et al., 2020). Eine detaillierte Beschreibung des SASP findet sich in Kapitel 1.3.

Darlber hinaus kénnen seneszente Zellen durch die Inaktivierung von Tumorsuppressorge-
nen wie Trp53, RB1 und PTEN die Tumorprogression fordern (Huang et al., 2022). Seneszenz
kénnte somit ein Beispiel flir antagonistische Pleiotropie in der Evolution darstellen oder ein
zellulares Programm, das sowohl vorteilhafte als auch schadliche Effekte mit sich bringt (Gor-
goulis et al., 2019).
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1.3.1 SENESZENZINDUKTION

Die Induktion der Seneszenz lasst sich, wie in Abbildung 1 dargestellt, in mindestens finf Me-
chanismen einteilen: die replikative Seneszenz (RS), ausgeldst durch wiederholte Zellteilung;
die Onkogen-induzierte Seneszenz (OIS), hervorgerufen durch Mutationen in Onkogenen; die
Therapie-induzierte Seneszenz (TIS), eingeleitet durch chemotherapeutische Wirkstoffe oder
ionisierende Strahlung; die mitochondriale Dysfunktion-induzierte Seneszenz (MiDAS), indu-
ziert durch mitochondrialen Stress und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, engl.
reactive oxygen species); und die Immunologisch-induzierte Seneszenz (I1S), vermittelt durch
Immunzellen und Zytokine. Diese Seneszenzarten unterscheiden sich durch ihre Ausldser,
teilen jedoch gemeinsame regulatorische Mechanismen und Signalwege, die letztlich zum
Zellzyklusarrest fuhren (Wang et al., 2024) (Takasugi et al., 2022).

Replikative Seneszenz wird typischerweise durch die Verkirzung oder Dysfunktion von Telo-
meren infolge von wiederholten Zellteilungen ausgeldst. Sobald die Telomere eine kritische
Lange erreichen, werden sie als DNA-Doppelstrangbriche erkannt, was die DNA-
Schadensantwort (DDR, engl. DNA damage response) aktiviert (Chen et al., 2022) (Dong et
al., 2024). Im Rahmen der DDR wird der Signalweg Uber die Aktivierung des Tumorsuppres-
sors p53 und anschlieRende Induktion des Zellzyklusinhibitors p21 ausgel6st (p53-p21-Sig-
nalweg). P21 hemmt die Aktivitat cyclinabhangiger Proteinkinasen, insbesondere CDK2,
CDK3, CDK4 und CDK®6, wodurch die Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (RB)
sowie weiterer Mitglieder der Pocket-Protein-Familie verhindert wird (Gorgoulis et al., 2019)
(Wang et al., 2024). Dies flhrt zur Bildung eines stabilen Komplexes aus RB und dem soge-
nannten DREAM-Komplex, wodurch die Transkription von E2F, einem essenziellen
Protein der S-Phase des Zellzyklus, unterdriickt und der Zellzyklusarrest in der G1-Phase
induziert wird (Huang et al., 2022) (Campisi, 2013). Zusatzlich kann p21 rickwirkend die
Produktion von ROS verstarken und so die Seneszenz stabilisieren (Huang et al., 2022).
ROS spielen eine zentrale Rolle bei der Induktion der Seneszenz, da sie auch unabhangig von
der DNA-Schadensantwort den ERK-p16-RB-Signalweg induzieren kénnen. Durch die
Phosphorylierung von ERK wird p16 aktiviert. P16 bindet anschlieRend an den Komplex aus
Cyclin D, CDK4 und CDK®6, wodurch die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (RB)
verhindert wird. Dies unterdriickt die Transkription von E2F und fihrt zu einem Zellzyklusarrest
(ERK-p16-RB-Signalweg). Mitochondriale Dysfunktionen verstarken die ROS-Produktion und
induzieren Uber diesen Signalweg die Seneszenz (Huang et al., 2022).

Onkogen-induzierte Seneszenz entsteht durch die Aktivierung von Onkogenen. Einerseits flih-
ren diese ebenfalls durch Aktivierung der DDR zur Seneszenz, andererseits bewirken akti-
vierte Onkogene eine erhéhten Produktion und Akkumulation von ROS (Huang et al., 2022)
(Dong et al., 2024). Darlber hinaus kénnen aktivierte Onkogene den p53-p21-Signalweg auch
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direkt dber Hemmung der E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 aktivieren (Zhu et al., 2020). Unabhéangig
von der DDR férdern Onkogene auch die Expression von p16 durch die Aktivierung von p38
und der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) (Huang et al., 2022).

Therapie-induzierte Seneszenz wird hauptsachlich durch DNA-Schaden verursacht, die durch
ionisierende Strahlung, chemische Substanzen oder chemotherapeutische Wirkstoffe entste-
hen (Huang et al., 2022) (Di Micco et al., 2021) (Dong et al., 2024). Diese Schaden aktivieren
die DDR, wodurch Mechanismen wie der p53-p21- und der ERK-p16-RB-Signalweg aktiviert

werden.

1.3.2 MERKMALE DER ZELLULAREN SENESZENZ

Inducers of cellular senescence
RS, OIS, TIS, MIDAS, IIS
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ABBILDUNG 1: CHARACTERISTICS OF CELLULAR SENESCENCE (UBERSETZT INS DEUTSCHE: MERKMALE DER
ZELLULAREN SENESZENZ)
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Senescent cells undergo morphological changes and are classified according to their inducers: replicative
senescence (RS), oncogene-induced senescence (OIS), therapy-induced senescence (TIS), mitochondria
dysfunction-induced senescence (MiDAS) and immunologically induced senescence (lIS). Upregulation of
the cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors p21 and p16 are common features of senescent cells, and their
inhibition of CDK4 and CDKG6 leads to the repression of E2F transcription factors and their target genes (in-
cluding cyclin E proteins) through hypophosphorylated Rb, p107 and p130, which arrests the cell cycle in G1
phase. Senescent cells are commonly larger than proliferating cells, have irregular nuclear size accompanied
by loss of the nuclear lamina protein lamin B1, and accumulate senescence-associated heterochromatin foci
(SAHF). Phosphorylation of p53 mediates signals from persistent DNA damage response (DDR) to its effector
p21 and to other downstream effectors in different types of senescent cells. Organelles, such as lysosomes,
endoplasmic reticulum (ER) and mitochondria, are mostly defective in senescent cells. Elevated senescence-
associated B-galactosidase (SA-B-gal) activity and resistance to apoptosis (upregulation of Bcl-2 family pro-
teins) are classical markers of senescence. BAX and BAK macropores are crucial for mitochondrial DNA
release in senescent cells. Finally, senescent cells are characterized by elevated secretion of various factors
collectively termed the senescence-associated secretory phenotype (SASP). miMOMP, minority mitochon-
drial outer membrane permeabilization.

Aus: Wang et al., 2024, Wiedergegeben mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist die zellulare Seneszenz durch morphologische und moleku-
lare Veranderungen gekennzeichnet, die haufig durch eine erhéhte p53-Expression und Hem-
mung der RB-Phosphorylierung ausgeldst werden (Huang et al., 2022). Das charakteristische
Erscheinungsbild seneszenter Zellen zeigt sich in einer flachen, vergréf3erten und ausgebrei-
teten Morphologie im Vergleich zu gesunden Zellen (Mohamad Kamal et al., 2020) (Bourdens
et al., 2019). Diese morphologischen Veranderungen kénnten auf den Zellzyklusarrest in der
G1-Phase zurlckzufuhren sein, bei dem strukturelle Zellkomponenten fir die Zellteilung
erzeugt werden und akkumulieren, ohne dass es aufgrund der Seneszenz zur Teilung kommt
(Huang et al., 2022) (Ogrodnik, 2021).

Seneszente Zellen weisen zudem eine veranderte Kernlamina auf, die auf den Verlust des
Proteins Lamin B1 zuriickgefuhrt wird. Die Zellkerne seneszenter Zellen erscheinen irregular,
vergroRert und sind durch reorganisiertes Heterochromatin gekennzeichnet (Rocha et al.,
2022). In einigen seneszenten Zellen treten grofle Mengen an Heterochromatin in Form von
Seneszenz-assoziierten Heterochromatin Foci (SAHF) auf, die haufig in der Kernperipherie
lokalisiert sind und zur dauerhaften Stilllegung von E2F-Zielgenen beitragen (Campisi and
d’Adda di Fagagna, 2007) (Bellanger et al., 2022) (Zhang et al., 2007). Darltiber hinaus kann
die phosphorylierte Form des Histonproteins H2AX in seneszenten Zellen nachgewiesen wer-
den. Diese Modifikation tritt bevorzugt in der Umgebung von DNA-Doppelstrangbriichen auf
und kann als Marker fir die zellulare Seneszenz dienen (Carnero, 2013).

Ein weiteres Merkmal seneszenter Zellen ist die erhéhte Anzahl vergrofierter und/oder dys-

funktionaler Lysosomen (Wiley and Campisi, 2021). Gleichzeitig ist die Aktivitdt des
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lysosomalen Enzyms [B-Galaktosidase (B-Gal) in seneszenten Zellen gesteigert (Mohamad
Kamal et al., 2020) (Crouch et al., 2022). Dies kénnte auf eine Expansion des lysosomalen
Kompartiments in seneszenten Zellen und die daraus resultierende erhéhte Konzentration
lysosomaler Enzyme zurlickzufihren sein (Tan and Finkel, 2023). Alternativ kdnnte die er-
hohte B-Gal-Aktivitat in der Uberexpression des GLB1 Gens bedingt sein (Valieva et al., 2022).
Die Aktivitdt des lysosomalen Enzyms p-Gal wird als weit verbreiteter Marker fiir Seneszenz
in Geweben und Zellkulturen verwendet (Zhang et al., 2021).

Auch die Mitochondrien zeigen in seneszenten Zellen strukturelle und funktionelle Verande-
rungen: lhre Anzahl und Masse sind erhoht. Das reduzierte Membranpotenzial begunstigt
dabei eine erhdhte Produktion von ROS (Gorgoulis et al., 2019) (Martini and Passos, 2023)
(Hernandez-Segura et al., 2018). Gleichzeitig zeigen seneszente Zellen eine erhdhte Resis-
tenz gegenlber Apoptose, die auf eine erhdhte Expression anti-apoptotischer Mitglieder der
BCL-2 Familie zuruckzufuhren ist (Gorgoulis et al., 2019) (Martini and Passos, 2023).

Auf molekularer Ebene sind seneszente Zellen durch ein verandertes Genexpressionsprofil
charakterisiert: Zellzyklusinhibitoren wie p16 (CDKN2A) und p21 (CDKN1A) werden
uberexprimiert, wahrend Gene, die fur Zellzyklus-stimulierende Proteine kodieren, unterdriickt
werden (Mohamad Kamal et al., 2020).

Das vermutlich wichtigste Merkmal seneszenter Zellen ist die Entwicklung des sogenannten
Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP). Dieser wird im folgenden Abschnitt

genauer betrachtet.

1.3.3 SASP

Das auffalligste und vermutlich klinisch relevanteste Merkmal seneszenter Zellen ist die Ent-
wicklung des SASP (Crouch et al., 2022). Der SASP beschreibt die charakteristische Veran-
derung des Sekretoms seneszenter Zellen, das eine Vielzahl bioaktiver Molekile umfasst.
Dazu zahlen proinflammatorische Zytokine, Chemokine, Proteasen der extrazellularen Matrix,
Wachstumsfaktoren sowie Faktoren, die fibrotische Prozesse modulieren (siehe Tabelle 1).
Die exakte Zusammensetzung ist bislang noch nicht vollstandig verstanden und bleibt Gegen-
stand aktueller Forschung (Dong et al., 2024). Wie in Abbildung 2 dargestellt beeinflussen
seneszente Zellen mithilfe des SASP nicht nur ihre eigene Funktionalitat, sondern interagieren
auch aktiv mit ihrer Mikroumgebung. Der SASP tragt wesentlich zur Etablierung des charak-
teristischen Profils seneszenter Zellen bei (Basisty et al., 2020) (Chaib et al., 2022). Es ist
jedoch wichtig, zu betonen, dass keiner dieser Marker allein spezifisch fur den seneszenten
Phanotyp ist (Chambers et al., 2021).
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Verstédrkung der Seneszenz

parakrine Seneszenz
Inflammation

/ SASP \
/\

Tumorprogression
Immunzellrekrutierung

Gewebeumbau, Gewebereparatur
Fibrose

ABBILDUNG 2: CHARAKTERISTIKA DES SASP

Der SASP ist ein zentrales Merkmal seneszenter Zellen und beeinflusst eine Vielzahl biologischer Prozesse.
Dargestellt sind die charakteristischen Hauptmerkmale des SASP, einschlieBlich der parakrinen Induktion
von Seneszenz, der Férderung von Inflammation, die Rekrutierung von Immunzellen sowie die Gewebere-
paratur. Darliber hinaus tragt der SASP zur Tumorprogression sowie zum Gewebeumbau und zur Fibrose
bei. Eine detaillierte Beschreibung der Funktionen des SASP findet sich in Kapitel 1.3.

Erstellt mit Biorender.com. Eigene Darstellung.

Abhangig von ihrer Zusammensetzung, Intensitat und der lokalen Gewebemikroumgebung
kénnen SASP-Faktoren sowohl protektive als auch pathogene Wirkungen auf benachbarte
Zellen und Gewebe ausuben (Gonzalez-Meljem et al., 2018). Die wichtigsten Charakteristika
des SASP sind in Abbildung 2 dargestellt. Der SASP ist an physiologischen Prozessen betei-
ligt, wie der Férderung der Gewebereparatur, der Tumorsuppression und der Stimulierung der
Immuniberwachung (Wang et al., 2024) (Gonzalez-Meljem et al., 2018).

Auf der anderen Seite wird dem SASP eine tumorférdernde Wirkung zugeschrieben, die sich
unter anderem durch die parakrine Induktion von Seneszenz in umliegenden Zellen, die
Forderung von Gewebeumbau und Fibrosierung, die Induktion chronischer Inflammation, die
Unterstitzung der Tumorprogression sowie die Ermdglichung der Immunflucht von Krebszel-
len manifestiert. Diese negativen Effekte resultieren haufig aus einer ineffizienten Elimination

seneszenter Zellen und deren Akkumulation in Geweben (Chaib et al., 2022).
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Unterstitzend fur diese Hypothese zeigt sich, dass die Belastung durch seneszente Zellen in
Geweben mit zunehmendem Alter bei Mausen, Primaten und Menschen signifikant ansteigt
und diese sowohl in benignen als auch malignen Tumoren nachweisbar sind (Campisi, 2013)
(Gonzalez-Meljem et al., 2018). Vermutlich schreitet die durch SASP-Faktoren (siehe Tabelle
1) vermittelte parakrine und endokrine Ausbreitung der Senezenz schneller voran, als das Im-
munsystem in der Lage ist, bestehende und neu gebildete seneszente Zellen zu eliminieren
(Chaib et al., 2022).

Insbesondere die SASP-Faktoren IL-6 und IL-8 nehmen in diesem Zusammenhang eine zent-
rale Rolle bei der Verstarkung der Seneszenz ein (Kuilman and Peeper, 2009) (Ortiz-Montero
et al., 2017). IL-6 und IL-8 kdnnen darlber hinaus, gemeinsam mit einer Vielzahl weiterer pro-
inflammatorischer Faktoren (siehe Tabelle 1), zur Entwicklung chronischer Entziindungen bei
Krebspatienten beitragen (Chambers et al., 2021). Sie fordern Prozesse wie die Zellprolifera-
tion, die Angiogenese und Entziindungen sowohl Uber autokrine als auch parakrine Signal-
wege (Lopes-Paciencia et al., 2019).

Darilber hinaus umfasst der SASP eine Vielzahl von Proteinen und Enzymen, die an der Re-
organisation der ECM beteiligt sind. Zu diesen Enzymen zahlen beispielsweise Matrix-Me-
talloproteinasen (MMPs), IL-1a., IL-1B, IL-6, IL-8, CCL2 und Serin-/Cysteinproteinase-Inhibito-
ren (SERPINs) (Lopes-Paciencia et al., 2019) (Schafer et al., 2017).

MMPs spielen zudem eine wichtige Rolle bei der Modulation von Immun- und Entziindungsre-
aktionen, indem sie Chemokine prozessieren und dadurch Antagonisten mit antiinflammatori-
schen Eigenschaften erzeugen. Die daraus resultierende reduzierte Immuniberwachung
konnte die Entstehung der protumorogenen Eigenschaften des SASP beglnstigen (Lopes-
Paciencia et al., 2019).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der SASP ein zentrales Charakteristikum senes-
zenter Zellen darstellt, der sowohl schiitzende als auch schadliche Effekte auf Gewebe haben
kann und sich durch eine hohe Variabilitat auszeichnet. Es wird noch intensiv an der Profilie-
rung des SASP verschiedener Zelltypen gearbeitet, um verbesserte Biomarker und ein umfas-
senderes Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen zu entwickeln (Chambers et al.,
2021).
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TABELLE 1: WICHTIGE FAKTOREN UND MEDIATOREN DES SASP

SASP-
Klasse
Faktoren
IL-1a
Interleukine IL-1PB
IL-6
IL-8
CCL2, -20
Cytokine und
Chemokine CXCL1, -2
CXCL11
TGF-B
Wachstums- PDGF-AA
faktoren
VEGF
IGFBP7
IGFBP4
MMPs
Matrix-
modellie-
rende-
PAI 1
Enzyme
SERPINs

Eigenschaften

Profibrotisch, Proinflammatorisch,

Immunzellrekrutierung

Forderung Neovaskularisierung

Proinflammatorisch, Profibrotisch

Induktion parakriner Seneszenz

Profibrotisch

Profibrotisch

Forderung der Tumormigration

Induktion parakriner Seneszenz,
Profibrotisch

Gewebereparatur

Induktion parakriner Seneszenz,

Proinflammation
Induktion parakriner Seneszenz
Induktion parakriner Seneszenz

Reorganisation der ECM, Modula-

tion von Immunantworten

Tumorigenese, profibrotisch
Verstarkung des Zellzyklusarrest

Reorganisation der ECM

Referenz

(Schafer et al., 2017)

(Dong et al., 2018)

(Gorgoulis et al., 2019)
(Schafer et al., 2017)

(Schafer et al., 2017) (Birch
and Gil, 2020)

(Schafer et al., 2017)
(Hwang et al., 2020)

(Huang et al., 2022; Martini
and Passos, 2023)

(Birch and Gil, 2020; Schafer
etal., 2017)

(Demaria et al., 2014)

(Birch and Gil, 2020)

(Severino et al., 2013)

(Severino et al., 2013)

(Lopes-Paciencia et al.,
2019)
(Schafer et al., 2017)

(Birch and Gil, 2020)

(Schafer et al., 2017)
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1.3.4 SENOLYSE
Die gezielte Entfernung seneszenter Zellen bietet das Potenzial, ihre tumorigenen sowie

immunmodulierenden Eigenschaften zu unterdriicken, was sowohl eine Verbesserung des
Therapieverlaufs als auch eine Hemmung des Tumorwachstums bewirken kdnnte. Da die Se-
neszenz einen irreversiblen, permanenten Zellzyklusarrest darstellt, ergibt sich die zentrale
Frage, ob und wie seneszente Zellen in den programmierten Zelltod tUberfuhrt werden kénnen
und welche potentiellen molekularen Zielstrukturen dafir zur Verfigung stehen. Diese gezielte
Elimination seneszenter Zellen wird als Senolyse bezeichnet.

Die Identifikation der ersten senolytischen Wirkstoffe erfolgte mittels eines mechanismusori-
entierten Ansatzes: Es wurde angenommen, dass seneszente Zellen resistent gegenuber
Apoptose seien und so der Selbstzerstdérung entgehen. Durch Analyse proteomischer und
transkriptomischer Datensatze konnte eine Hochregulation spezifischer anti-apoptotischer
Signalwege in seneszenten Zellen nachgewiesen werden. Diese Signalwege, als ,Senescent
cell anti apoptotic pathways“ (SCAP) bezeichnet, spielen eine Schliisselrolle fiir das Uberleben
seneszenter Zellen. Die gezielte Unterdriickung dieser SCAP fiihrte selektiv zur Apoptose
seneszenter Zellen, wahrend nicht-seneszente Zellen, proliferierende, ruhende oder differen-
zierte Zellen, unversehrt blieben (Chaib et al., 2022) (Zhu et al., 2015). Zu den identifizierten
SCAP zahlen unter anderem Proteine der B-cell-lymphoma-2-Familie (Bcl-2), Phosphoino-
sitid-3-Kinasen (PI3K), AKT, p53, p21 sowie das Heat-Shock-Protein 90 (Hsp90) (Zhang et al.,
2023). Bioinformatische Analysen identifizierten 46 Wirkstoffe, die SCAP-Signalwege gezielt
inhibieren kénnen (Zhu et al., 2015).

Der Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib sowie das naturliche Flavinoid Querceptin zahlen zu den
ersten entdeckten senolytischen Substanzen (Zhu et al., 2017). Spater erwies sich auch ABT-
263 (Navitoclax), ein Inhibitor der anti-apoptotischen Bcl-2-Familienproteine, als senolytisch
wirksam (Zhu et al., 2016). Interessanterweise konnte der selektivere Bcl-2-Inhibitor ABT-199
(Venetoclax) diesen Effekt nicht replizieren, was darauf hindeutet, dass Senolytika ein breite-
res Spektrum anti-apoptotischer Effektoren inhibieren missen, um ihre Wirksamkeit zu entfal-
ten (He and Sharpless, 2017).

FOXO04 (Forkhead Box O4) ist ein Transkriptionsfaktor im Insulin-Signalweg und ein Regulator
von ROS. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung eines synthetischen Pep-
tids (FOXO4-DRI) die Interaktion zwischen FOXO4 und p53 blockiert und die Lebensfahigkeit
seneszenter Fibroblasten reduziert (Lelarge et al., 2024).

Senolytika der zweiten Generation wurden und werden zunehmend durch Hochdurchsatzda-
tenscreenings und andere innovative Ansatze identifiziert. Einige Strategien nutzen die er-
hohte lysosomale Masse und B-Gal-Aktivitdt in seneszenten Zellen. Hierbei scheinen
Galacto-oligosaccharid-beschichtete Nanopartikel oder 3-Galaktosidase-aktivierte Prodrugs
senolytische Effekte zu erzielen (Chaib et al., 2022).
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Die meisten senolytischen Wirkstoffe wurden mittels Screenings von Substanzbibliotheken
entdeckt. Die zunehmende Anwendung kinstlicher Intelligenz (Kl) bietet jedoch vielverspre-
chende Anséatze zur Identifikation neuer Klassen senolytischer Molekdle. Ihr zukunftiger Bei-
trag kdnnte erheblich sein (Lelarge et al., 2024).

Insgesamt bietet die gezielte Eliminierung seneszenter Zellen ein vielversprechendes Poten-
zial fur die Behandlung zahlreicher altersassoziierter und onkologischer Erkrankungen. Be-
sonders in der Onkologie kdnnte die gezielte Eliminierung seneszenter Zellen und die damit
verbundene Begrenzung der Tumorproliferation einen bedeutenden therapeutischen Fort-
schritt darstellen. Dennoch sind weitere randomisierte kontrollierte Studien erforderlich, um die
Sicherheit und potentiellen Vorteile senolytischer Strategien zu bewerten und deren klinischen

Einsatz in Erwagung zu ziehen (Chaib et al., 2022).

1.4 VERWENDETE MEDIKAMENTE

1.4.1 NAVITOCLAX

Navitoclax (ABT-263) ist ein selektiver Antagonist der Proteine der Bcl-2-Familie und hat sich
als senolytischer Wirkstoff erwiesen. Durch Bindung an die BH3-Domanen-Bindungstaschen
der anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-XL und BCL-W hemmt Navitoclax diese und ver-
drangt die pro-apoptotischen Effektoren BAK und BAX. Dadurch werden apoptotische Signal-
wege reaktiviert (Zhu et al., 2016) (Kale et al., 2018) (Basu, 2022).

Die senolytischen Eigenschaften von Navitoclax wurden in einer Vielzahl von Gewebe- und
Zelltypen nachgewiesen: Zhu et al. berichten Uber eine Reduktion seneszenter Zellen in Ge-
weben wie dem Gefallendothel, Lungengewebe und embryonalen Gewebe, unter Schonung
des umliegenden Gewebes (Zhu et al., 2016). Carpenter, Saleh & Gewirtz dokumentierten die
gezielte Eliminierung seneszenter Lungen- und Melanomzellen durch Navitoclax (Carpenter
et al., 2021). Pan et al. zeigten, dass Navitoclax gezielt Apoptose in seneszenten Lungen-
myofibroblasten und alveolaren Typ-II-Epithelzellen induziert (Pan et al., 2017). Moncsek et
al. demonstrierten zudem die Hemmung der Bcl-Aktivitat in seneszenten Cholangiozyten und
aktivierten Fibroblasten (Moncsek et al., 2018). Lérida-Viso et al. beobachteten die gezielte
Eliminierung seneszenter Kardiomyozyten durch Navitoclax in HL-1-Kardiomyozyten nach
Doxorubicin-Behandlung (Lérida-Viso et al., 2022).

Trotz der vielversprechenden senolytischen Eigenschaften von Navitoclax wurden auch signi-
fikante Nebenwirkungen beobachtet. Dazu gehdren insbesondere die Neutropenie und
Thrombozytopenie, die die klinische Anwendung erschweren. Um eine kontrollierte und selek-
tive Freisetzung des Wirkstoffs in seneszenten Zellen zu ermdglichen, wurden Strategien ent-

wickelt, Nanopartikel als Trager zu nutzen. Die Weiterentwicklung des Bereichs der Senolytika
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erfordert weiterhin eine grindliche Evaluierung ihrer Wirksamkeit und Sicherheit in klinischen
Studien am Menschen (Zhai and Sadoshima, 2024).

1.4.2 ETOPOSID

Etoposid ist ein potenter Topoisomerase-Il-Inhibitor, der sowohl Einzel- als auch Doppel-
strang-DNA-Brliche induziert. Topoisomerase |l ist ein essenzielles Enzym fur die DNA-
Replikation und -Transkription (Bailly, 2023). Durch die reversible Komplexbildung von Etopo-
sid mit der Topoisomerase Il kommt es zum Abbau der a- und B-Isoformen der Topoisomerase
Il, wodurch die Religation des DNA-Strangs gehemmt wird (Pommier et al., 2022). Diese irre-
parablen Schaden fuhren zu einem Zellzyklusarrest und kdnnen seneszente Prozesse auslo-
sen (Bailly, 2023) (Teng et al., 2021) (Nagano et al., 2016). Etoposid wurde bereits in experi-
mentellen Studien erfolgreich zur Seneszenzinduktion eingesetzt (Bang et al., 2019) (Teng et
al., 2021). Trotz der Wirksamkeit von Etoposid bei der Seneszenzinduktion kann die Therapie
mit dem Risiko von unerwiinschten Nebenwirkungen, wie beispielsweise Haarausfall, gastro-
intestinaler Toxizitat und Myelosuppression als dosislimitierende Toxizitdt einhergehen
(Reyhanoglu and Tadi, 2024).
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Il. ZIELSTELLUNG DIESER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die biologischen Effekte des sequenziellen Einsatzes von
Triggern der Seneszenz und der Senolyse am Modell zweier muriner Pankreaskarzinomzell-
linien systematisch zu analysieren.

Konkret untersucht wurde die kombinierte Anwendung des Topoisomerase-II-Inhibitors Etopo-
sid zur Induktion von Seneszenz und des Senolytikums Navitoclax zur gezielten Entfernung
seneszenter Zellen an den Zelllinien Panc02 und 6606PDA. Durch Analysen auf den Ebenen
des intrazellularen Signaltransfers und der Genexpression sollten dariber hinaus mechanisti-
sche Einblicke in die zugrunde liegenden biologischen Prozesse erreicht werden.

Auf Grundlage dieser Zielsetzung lassen sich folgende Arbeitshypothesen ableiten:

— Etoposid als Topoisomerase-ll-Inhibitor induziert eine stabile Seneszenz in murinen
Pankreaskarzinomzellen.

— Mithilfe des Bcl-2-Inhibitors Navitoclax lassen sich gezielt seneszente Zellen eliminieren.

— Die Ergebnisse sind in zwei unterschiedlichen Pankreaskarzinomzelllinien reproduzier-
bar.

— Die ausgewahlten Seneszenzmarker bieten eine valide und zuverlassige Grundlage zur

Bewertung der induzierten Seneszenz.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen wurden beide Pankreaskarzinomzelllinien in vitro mit E-
toposid, Navitoclax oder der Kombination beider Substanzen behandelt. Die Effekte dieser
Behandlungen wurden anhand von Proliferationsanalysen zur Bestimmung der Wachstums-
hemmung und Zellteilungsaktivitat, Seneszenzmarker-Analysen, einschlieRlich der SA-p-Gal-
Farbung zur Detektion seneszenter Zellen, Analysen von SASP-Komponenten sowie
Immunfluoreszenz- und Genexpressionsanalysen evaluiert. Auf Grundlage der gewonnenen

Ergebnisse wurden die Arbeitshypothesen kritisch tGberpruft.
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[Il.  MATERIAL UND METHODEN

31 MATERIAL

3.1.1 GERATE

TABELLE 2: GERATE

Gerat

- 150 °C Gefrierschrank

- 20 °C Gefrierschrank

- 80 °C Gefrierschrank

4 °C Kihlschrank

6 °C Kiihlschrank

Anthos Reader
Begasungsbrutschrank HERA cell 150
Biometra Fastblot™
Chemikalienabzug (Tischabzug)
Eisbereiter - AF 103
Elektrophoresekammer
Feinanalysewaage ABJ 220-4NM
Magnetrihrer MR 2002
Mikroskop Axiovert 25
Mikroskop Zeiss Axio Observer
Mikrotitierschuttler MTS4
Multipette plus

Nanophotometer P330

Odyssey CLx Infrared Imager

Hersteller

Sanyo Denki GmbH (60915116)

Liebherr

Thermo Fischer Scientific Inc. (50054302)
Robert Bosch GmbH

Liebherr

Anthos Labtec instruments GmbH (1098)
Thermo Fischer Scientific Inc. (40862222)
Analytik Jena GmbH & Co. KG
Koéttermann GmbH

Scotsman (3006 ES1L)

Bio-Rad Laboratories Inc.

Kern & Sohn GmbH

Heidolph Instruments (10667)

Carl Zeiss AG (667234)

Carl Zeiss AG

IKA-Werke GmbH & Co. KG

Eppendorf AG

Implen Inc

LI-COR Biosciences (ODY-1790)
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Ph-Prézisionsinstrument Fiveeasy
Pipetboy

Schiittelwasserbad SW 20
Sicherheitswerkbank Herasafe KS
Power Pac 1000 Stromversorgung
Thermomixer comfort
UV-Transilluminator

ViiA™ 7 Real-Time PCR System
Vortexer MS2 Minishaker
Wasserbad 1083

Zahlkammer, Neubauer improved
Zentrifuge Mikro 200 R (2405)

Zentrifuge Rotina 46 R (4610)

3.1.2 ALLGEMEINE LABORMATERIALIEN

TABELLE 3: ALLGEMEINE LABORMATERIALIEN

Material

24-well-Platten
4-well-Platten
6-well-Platten
96-well-half-area-Platten
Aluminiumfolie
Deckgléser @ 12 mm
Einmalhandschuhe
Eisbehalter

Loffelspatel

Mettler-Toledo Inc.

Integra Biosciences AG

Julabo GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Biorad

Eppendorf

Intas Science Imaging Instruments GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.

IKA-Werke GmbH & Co. KG
Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Andreas Hettich GmbH (0000778-02-00)

Andreas Hettich GmbH (0003058-01-00)

Hersteller

Greiner BioOne International GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Greiner BioOne International GmbH
Greiner BioOne International GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Paul Hartmann AG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
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Messzylinder

Objekttrager

Pinzette

Pipetten (5; 10; 50 ml)
Pipettenspitzen (2,5 - 5000 pl)
PVDF- Transfermembran
ReaktionsgefaRe (0,6 — 50 ml)
Serologische Pipetten (10 ml)

Serologische Pipetten (25 ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Greiner Bio One International GmbH
Eppendorf AG

Merck KgaA

Eppendorf AG

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Greiner Bio One International GmbH

3.1.3 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE ZELLKULTUR

TABELLE 4: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE ZELLKULTUR

Losung
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Fetales Kalberserum (FKS), Hitzeinaktiviert

Penicillin/Streptomycin (100x)
10 000 U/ml Penicillin,

10 000 pg/ml Streptomycin

Phosphate buffered saline (PBS), 10X, pH 7,4
Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
Trypanblau

Trypsin-EDTA, 0,05 % in PBS

Hersteller
Pan-Biotech

Bio & Sell GmbH (FBS.S0615)

Thermo Fisher Scientific Inc. (11548876)

Thermo Fisher Scientific Inc. (10010015)
Pan-Biotech (P04-18500)
Sigma-Aldrich (93595)

Thermo Fisher Scientific Inc.
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3.1.4 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE ETOPOSID- UND NAVITOCLAX-BEHANDLUNG

TABELLE 5: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE BEHANDLUNG MIT ETOPOSID UND NAVITOCLAX

Losung Hersteller (Bestellnummer)
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (276855)

Etoposid Hycultec GmbH (HY-13629)
Navitoclax Hycultec GmbH (HY-10087)

3.1.5 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE SENESZENZ-ASSOZIIERTE--GAL-FARBUNG

TABELLE 6: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE SENESZENZ- ASSOZIIERTE-B-GAL-FARBUNG

Losung Hersteller

2-Propanol Walter-CMP GmbH & Co. KG (603-117-00-0)
Ethanol, absolut, unvergallt Walter-CMP GmbH & Co. KG (603-002-00-5)
Ethanol, vergallt — 96 Vol. % Walter-CMP GmbH & Co. KG (WAL641 1000)
Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lésung Carl Roth GmbH & Co. KG (N069.1)
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich (D4551)

Pertex™ mouting medium MEDITE

Senescence Detection Kit:
100 X Staining Solution, 1 X Fixative Solution, Abcam (ab65351)
1X Staining Solution, X-Gal (150 mg, lyophilisiert)

Xylol J. T. Baker

3.1.6 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE ZELLPROLIFERATIONSANALYSE

TABELLE 7: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE ZELLPROLIFERATIONSANALYSE

Losung Hersteller

Cell Proliferation ELISA, BrdU:
BrdU-Reagenz, Fix Denat, Antikdrper Dilutionsldsung, La Roche AG
Anti-BrdU-POD, 10 X Waschlésung, Substratlésung

Schwefelsaure, 1 mol/l, Stopplosung Merck KGaA
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3.1.7 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE SENESZENZ-ASSOZIIERTE HETERO-

CHROMATIN FoCI-FARBUNG

TABELLE 8: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE SENESZENZ-ASSOZIIERTE HETEROCHROMATIN FOCI-FARBUNG

Losung
Dako Flourescence Mounting Medium
DAPI

Methanol

Hersteller
Agilent Technologies, Inc. (S3023)
Sigma-Aldrich (D9542)

J. T. Baker (8045)

3.1.8 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE NUKLEINSAUREANALYTIK

TABELLE 9 : ASSAY ON DEMAND KITS

Beschreibung TagMan Assay ID
CDK5 Mm01134945_g1
CDKN1A Mm004324448_m1
CXCL1 Mm04207460_m1
CXCL2 Mm00436450_m1
IL6 Mm00446190_m1
Mdm?2 Mm01233138_m1
Serpine1 Mm00435858_m1
Tgf-p31 Mm01178820_m1
Trpb3 Mm01731287_m1

Hersteller

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

TABELLE 10: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE NUKLEINSAUREANALYTIK

Losung
2-Mercaptoethanol, min 98 %

DEPC-H.0

mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat versetztes Aqua dest.
DNA Ladder 1 kb

Ethanol, 75 %

Hersteller (Bestellnummer)

Sigma-Aldrich (M3148)

Sigma-Aldrich (D5758)

New England Biolabs (840004)

Sigma-Aldrich
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Ethidiumbromid

Gel Loading Dye, Purple, no SDS

Thermo Fisher Scientific Inc. (15585-011)

New England Biolabs (B7025S)

High capacity cDNA reverse Transcription Kit:
10x RT-Puffer, 1 ml; 10x RT Random primer, 1 ml;
25x dNTP mix, 0,2 ml (100 mmol), MultiScribe

reverse Transkriptase, 0,1 ml (50 E/pl)
Isopropanol
LE Agarose

NucleoSpin® RNA

Thermo Fisher Scientific Inc. (4368814)

J. T. Baker

Biozym Scientific GmbH (840004)

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
(740955.50)

Takyon™ Low ROX Probe 2X Mastermix dTTP blue Eurogentec

TBE-Puffer (pH 8,0; 10,78 g TRIS; 5,50 g Borsaure;
0,58 g EDTA; Auf 1 | Aqua dest aufgefiillt)

Wasser, nukleasefrei

Carl Roth GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc. (R0582)

3.1.9 LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE IMMUNOBLOTANALYSEN

TABELLE 11: PRIMARANTIKORPER

Losung Anmerkung
Anti-LC3B Kaninchen, polyklonal
Anti-yH2AX Maus, polyklonal
Anti-H2AX Maus, monoklonal
Kaninchen,
Anti-p-Actin
monoklonal

TABELLE 12: SEKUNDARANTIKORPER

Losung
IRDye 680CW Anti-Maus IgG

IRDye 800CW Anti-Kaninchen IgG

Hersteller Katalognummer
Novus Biologicals, Bio-Techne NB600-1384SS
Novus Biologicals, Bio-Techne NB100-74435
R&D Systems, Bio-Techne MAB3406
Cell Signaling Technology #4970
Anmerkung Hersteller
Ziege, polyklonal LI-COR Biosciences (926-32220)
Ziege, polyklonal LI-COR Biosciences (926-32211)
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Losung
Acrylamid

Ammoniumpersulfat

Anodenpuffer 1 (pH 10,4)

Anodenpuffer 2 (pH 10,4)

Blockldsung

Chameleon Duo Pres-

tained Protein Ladder

Elektrophoresepuffer

Kathodenpuffer

PBS-Tween (pH 7,4)

Probenpuffer

TABELLE 13: LOSUNGEN UND REAGENZIEN FUR DIE IMMUNOBLOTANALYSEN

Anmerkung

40 %

10 %: 100 mg in 1 ml Aqua dest.

18,17 g Tris (300 mM)

100 ml Methanol (20 %)

Auf 500 ml Aqua dest aufgefllt
1,514 g Tris

100 ml Methanol (20 %)

Auf 500 ml Aqua dest aufgefillt
40 ml Blocking-Puffer

160 ml PBS (pH 7,4)

8-260 kDA

27,27 g Tris

9gSDS

126,9 g Glycin

Auf 9 | mit Aqua dest aufgeflllt
1,514 g Tris

1,504 g Glycin (40 mM)

100 ml Methanol

Auf 500 ml Aqua dest aufgefillt
21 PBS

2 ml Tween-20

2 % SDS

10 % Glycerin

5 mM EDTA, pH 8,0

62,5 mM Tris, pH 6,8

0,001 % Bromphenolblau

5 % beta-Mercaptoethanol

Hersteller

Bio-Rad Laboratories Inc.
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG

RCI Lab Scan

Carl Roth GmbH & Co. KG

RCI Lab Scan

Rockland

Gibco

LI-COR Biosciences

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

RCI Lab Scan

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

RCI Lab Scan

Gibco

Carl Roth GmbH & Co. KG
Ferak

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Sammelgelpuffer (pH 6,8)

Stripping-Lésung

Tetramethylethylendiamid

Transferpuffer

Trenngelpuffer (pH 8,8)

Tween-20

Auf 50 ml mit Aqua dest aufgefiillt
6,06 g Tris (0,5 M)

0,4 g SDS

auf 100 ml Aqua dest aufgefiillt
43,1 ml Aqua dest

3,125 ml Tris (pH 6,7)

1ml10 % SDS

350 pL 2-Mercaptoethanol

3gTRIS

14,5 g Glycin

10 % Methanol

Auf 11 Aqua dest aufgefilllt
36,33 g TRIS (1,5 M)

0,8 g SDS

auf 200 ml Aqua dest aufgefiillt

Carl Roth GmbH & Co.

Ferak

Carl Roth GmbH & Co.

Ferak
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co.

Carl Roth GmbH & Co.

J. T. Baker

Carl Roth GmbH & Co.

Ferak

Carl Roth GmbH & Co.

KG

KG

KG

KG

KG

KG

3.1.10 SOFTWARE

TABELLE 14: SOFTWARE

Beschreibung Version Hersteller

Biorender Science Suite Inc.

GraphPad Prism 10 10.2.3 GraphPad Software Inc.

Image Studio Lite Version 5.2.5 LI-COR Inc.

Microsoft Word fiir Mac 16.16.27 Microsoft

Quant Studio ™ 1.2 Applied Biosystems

Zotero 6.0.37 Corporation for Digital Scholarship
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3.2 METHODEN

3.21 VERWENDETE ZELLEN

Das Fundament der Arbeiten stellten die zwei Pankreaskarzinomzelllinien Panc02 und
6606PDA dar. Die Panc02-Zelllinie wurde im Jahr 1984 von Corbett et al. (Corbett et al., 1984)
aus einem 3-Methylcholanthren-induzierten Adenokarzinom des Pankreas einer weiblichen
C57BL/6 Maus isoliert. Fur die vorliegende Arbeit wurden die Zellen vom National Cancer
Institute (Frederick, MD USA) bezogen und unter standardisierten Kulturbedingungen
kultiviert. Die Panc02-Zelllinie zeigt morphologische und molekulare Eigenschaften, die denen
des PDAC des Menschen ahneln und eignet sich daher als In-vitro-Modell fir die Untersu-
chung der Pathobiologie und Therapie dieser Krebsart. Die 6606PDA-Zelllinie entstammt
urspringlich dem Adenokarzinom des Pankreas einer C57BL/6J-Maus, die nach p48-Cre-
induzierten Expression des Kras®'?"-Onkogen im Pankreas isoliert wurden (Hingorani et al.,
2003). Die murine Zelllinie wurde freundlicherweise von Professor David Tuveson (University

of Cambridge, Cambridge, Grof3britannien) zur Verfigung gestellt.

3.2.2 BEHANDLUNG MIT ETOPOSID UND NAVITOCLAX

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fiir die Versuche mit Etoposid, Navitoclax oder
dessen Losungsmittel DMSO (Kontrollen) behandelt. Basierend auf Vorversuchen unserer Ar-
beitsgruppe erwies sich eine Konzentration von 1 uM sowohl fir Etoposid als auch fir Navito-
clax als optimal, um einen aussagekraftigen Effekt auf die Zellfunktion ermdglich, ohne die
Zellviabilitdt in einem MalRe zu beeintrachtigen, das die Interpretation der Ergebnisse
erschwert. Die endgultigen Konzentrationen, die nach den Behandlungen in allen wells vorla-
gen, waren 1 uyM Navitoclax, 1 yM Etoposid und 0,01 % DMSO. Fur jeden Versuch wurden
Kontrollen mitgefuihrt, die sowohl ein Standardmedium mit 0,1 % DMSO, als auch eines ohne
DMSO enthielten. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich in diesen Versuchen auf Kon-
trollen mit 0,1 % DMSO.

3.2.3 KULTIVIERUNG DER ZELLEN

Panc02-Zellen bendtigen fur die Kultivierung Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Medium, welches mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS) und einer Antibiotika-Kombination aus
10° U/L Penicillin und 100 mg/L Streptomycin supplementiert wurde. Fir die Kultivierung der
6606PDA-Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) verwendet. Auch
dieses Medium wurde mit 10 % FKS und einer Antibiotika-Kombination aus 10° U/L Penicillin
und 100 mg/L Streptomycin angereichert. Das fir die jeweilige Zelllinie (Panc02 und

6606PDA) beschriebene Medium wird im Folgenden als ,Standardmedium® bezeichnet.
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Dieses Standardmedium kam in nahezu allen Zellkulturarbeiten zum Einsatz.

Die initial tiefgefrorenen Zellen wurden fir ca. 2 min in einem 37 °C warmen Wasserbad auf-
getaut und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfihrt. AnschlieRend wurden die Zellen kurz
zentrifugiert, das Kryokonservierungsmedium entfernt und die Zellen in ihrem jeweiligen vor-
gewarmten Standardmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlie3end an einer
sterilen Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom in sterile 6-well-Zellkulturplatten tber-
fuhrt und im befeuchteten Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Ein Standardmediumwechsel und die Passagierung erfolgten alle 2-3 Tage bei ungefahr 90 %
Konfluenz.

Fir die Passage wurden die Zellen zunachst mikroskopisch beurteilt, um dasjenige well aus-
zuwahlen, das die hochste Zelldichte, ohne vollstandige Konfluenz, aufwies und gleichzeitig
die geringste Anzahl an abgestorbenen Zellen zeigte. Nach Auswahl des passenden wells
erfolgte die Ablésung der adharenten Zellen von der Plastikoberflache der Zellkulturplatte
durch die enzymatische Spaltung mithilfe der Protease Trypsin. Vor Zugabe von 0,5 ml Trypsin
wurde das alte Standardmedium abpipettiert und das well einmal mit 1 ml PBS, pH 7,4 gespuilt.
Das Trypsin wurde 1 min bei Raumtemperatur (RT) auf den Zellen belassen. Anschlieend
wurde es abpipettiert und die Zellen weitere 5 min im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO»-
Gehalt inkubiert. Die Trypsin-Spaltung wurde mithilfe des Standardmediums (2,5 ml je well)
abgestoppt und die Zellen resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden anschliel3end
20 pl der Zellsuspension mit 20 yl des Vitalfarbstoffes Trypanblau (1:1 Verhaltnis) vermischt
und die Zellzahl unter dem Mikroskop mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die
Grundlage dafir bildete die folgende Gleichung:

Zellzahl/pl = Mittelwert Zellzahlung * Verdinnungsfaktor * Kammervolumen

Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefal} tber-
fiihrt und bei 1.400 Umdrehungen pro Minute (rpm) bei RT fiir 5 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abpipettiert und das Zellpellet in frischem Standardmedium resuspendiert. Mithilfe
der Kenntnis Uber Zellzahl und Konzentration konnte die Menge an Standardmedium und Zell-
suspension bestimmt werden, die bendtigt wurden, um die exakte Zellzahl fir die Passage

oder den jeweiligen Versuch auszusaen.
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3.2.4 ZELLVIABILITATSZAHLUNG MIT TRYPANBLAU
Der Einfluss von Etoposid und Navitoclax auf die Zellviabilitdt der Panc02- und 6606PDA-
Zellen wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest quantifiziert. Trypanblau, ein anionischer

Diazofarbstoff, dringt ausschlielich in tote Zellen ein.

VERSUCHSBEDINGUNGEN

Die Zellen wurden auf 24-well-Platten ausgesat. Pro well wurde eine Zelldichte von 25.000
Zellen in 450 pl Standardmedium eingesat. Die Zellen wurden mit 1 uM Etoposid, 1 uM Na-
vitoclax oder der Kombination beider Substanzen behandelt. Die Behandlungsdauer betrug
48 h.

METHODE

Nach einer Behandlungsdauer von 48 h wurden die adharent gewachsenen Zellen enzyma-
tisch mithilfe von Trypsin geldst und in 1,5 ml ReaktionsgefalRe tUberfuhrt. AnschlieRend wurde
die Zellsuspension kurz zentrifugiert, das alte Medium abgenommen und mit 100 ul Standard-
medium je well resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden im nachsten Schritt 25 pl mit
25 pl des vitalen Farbstoffes Trypanblau versetzt. Die Zellzahl wurde fur jede Behandlung mit-
hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dabei wurde sowohl die Anzahl an lebenden als
auch die Anzahl an toten Zellen gezahit. Mithilfe der folgenden Gleichung lief3 sich die Zell-

zahl/ul errechnen:

Zellzahl/ul = Mittelwert Zellzahlung * Verdinnungsfaktor * Kammervolumen

3.2.5 SENESZENZ-ASSOZIIERTE-B-GALAKTOSIDASE-FARBUNG
Zur Analyse des Einflusses von Etoposid und Navitoclax auf die Seneszenz der Panc02- und
6606PDA-Zellen wurde der ,Seneszenz-assoziierte-p-Galaktosidase-(SA-pB-Gal)-Assay” ver-

wendet.

VERSUCHSBEDINGUNGEN

Die Zellen wurden auf 24-well-Platten ausgesat, nachdem zuvor sterile Glasplattchen in jedes
well eingelegt wurden. Pro well wurde eine Zelldichte von 5.000 Zellen in 450 pyl Standardme-
dium eingesat. Am ersten Tag nach der Einsaat erfolgte die Behandlung der Zellen mit 1 uM

Etoposid, 1 yM Navitoclax oder der Kombination beider.
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FARBEMETHODE
Bei dem SA-B-Gal-Assay handelt es sich um eine Methode zur histochemischen Detektion der
Aktivitat des Enzyms B-Gal in Zellen mithilfe des synthetischen Substrates X-Gal. Diese beruht
auf der Spaltung des chromogenen Substrates 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl--D-Galaktosid (X-
Gal) durch die intrazellulare p-Gal in 5-Brom-4-chlor-infoxyl. Durch den Sauerstoff der Umge-
bungsluft folgt die Oxidierung von 5-Brom-4-Chlor-Infoxyl zu 5,5 -Dibrom-4,4 -Dichlor-Indigo.
Seneszente Zellen lassen sich durch die sichtbare Blaufarbung lichtmikroskopisch detektieren.
Die Farbung der SA-B-Gal erfolgte mithilfe des Senescence-Detection-Kits. Die Staining Supp-
lements des Kits wurden mindestens 1 h vor Versuchsbeginn unter regelmafigem Vortexen
aufgetaut.
Die primare Behandlung der Zellen erfolgte nach oben beschriebenem Schema. AnschlieRend
wurde aus jedem well das Standardmedium entfernt und durch Zugabe von 0,5 ml PBS, pH
7,4 je well einfach gespllt. Daraufhin wurden die Zellen mithilfe der Fixier-Losung des Kits
(300 pl je well) 10-15 min bei RT fixiert. Wahrenddessen wurde die Farbe-Lésung nach vorge-
gebenem Schema (24-well Platte, je well) angesetzt:

e 313,3 pl Staining Solution

e 3,3 ul (aufgetaute, kristallfreie, gevortexte) Staining Supplements

e 16,6 yl X-Gal (20 mg/ml in DMF)

Nach Ablauf der Zeit wurde die Fixier-Lésung abpipettiert und jedes well 2-fach mit 300 pl
PBS, pH 7,4 gewaschen. AnschlieRend wurden zu jedem well 300 pl der Farbe-Losung
gegeben und die Platten tGber Nacht im Brutschrank inkubiert (37 °C, 5 % CO»-Gehalt, 98 %
Luftfeuchtigkeit). Am nachsten Tag erfolgte initial eine mikroskopische Kontrolle der Blaufar-
bung, bevor die Fixier-Lésung abpipettiert und jedes well mit 500 pl PBS, pH 7,4 gewaschen
wurde. Um eine einheitliche Farbung der Zellkerne zu gewahrleisten und dadurch die Blaufar-
bung der seneszenten Zellen zu quantifizieren, wurden anschlieRend in jedes well 300 pl
Kernechtrot hinzugegeben und fur 30 min bei RT inkubiert. Parallel dazu erfolgte die
Beschriftung der Objekttrager. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 500 pl Aqua dest.
gewaschen und anschlief3end in vier Schritten entwassert:

e 1x 300 pl 70 % Ethanol (vergallt) fir 3 min

e 1x 300 pl 98 % Ethanol (vergallt) fir 3 min

e 1x 300 pl Isopropanol fir 5 min

e 3x 300 pl Xylol fur je 5 min auf der Glasplatte unter dem Abzug

AnschlieRend wurden die Glasplattchen aus jedem well enthommen und mit den Zellen in
Blickrichtung nach unten in Pertex eingebettet und auf dem Objekttrager befestigt. Nach einer

kurzen Trocknungszeit konnten die Zellen mikroskopisch ausgewertet werden.
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AUSWERTUNG

Um eine objektive Datenerhebung zu erméglichen, erfolgte eine Anonymisierung und Verblin-
dung der Proben durch eine dritte Person. Fur die Auswertung bestimmten zwei unabhangige
Personen lichtmikroskopisch die Zelldichte, sowie den Anteil an SA-B-Gal exprimierender Zel-
len. Dazu wurden je 100 Zellen gezahlt und anteilig der Anteil an SA-p-Gal*-Zellen bestimmt.
Die teilweise flachige Anfarbung der Glasplattchen erschwerte die direkte Zahlung der Zellen.
Daher wurde ein semiquantitatives Scoring-System genutzt, das sowohl die Zellmenge als
auch die Anzahl der blau gefarbten Zellen erfasste. Die Punkteskala reichte hierbei fur die
Zelldichte von 0 Punkten fur keine sichtbaren Zellen bis zu 5 Punkten fur eine hohe Zelldichte
und flr den Anteil an SA-B-Gal*-Zellen von 0 Punkten flr keine sichtbaren bis zu 5 Punkten

fir einen hohen Anteil.

3.2.6 ZELLPROLIFERATIONSANALYSE

Die Zellproliferation wurde mithilfe des Cell Proliferation ELISA von Roche analysiert. BrdU (5-
Brom-2"-desoxyuridin) ist ein synthetisches Nukleosid-Analogon, das anstelle von Thymidin in
die DNA von proliferierenden Zellen eingebaut wird. Durch Denaturierung und Fixierung der
Zellen kdnnen die BrdU-Basen freigelegt und mittels Antikdrperbindung markiert werden. Die
an den Anti-BrdU-Antikdrper gekoppelte Peroxidase (POD) katalysiert anschlieRend die
Farbreaktion des zugegebenen farblosen Substrates Tetromethylbenzidin (TMB) in ein blaues
Produkt. Die Intensitat der blauen Farbe korreliert mit der Menge des BrdU in den Zellen und

verhalt sich proportional zur Menge der umgesetzten DNA und damit der Zellproliferation.

VERSUCHSBEDINGUNGEN

Die Aussaat der Panc02- und 6606PDA-Zellen erfolgte in 96-well half area Mikrotitierplatten
(1.000 Zellen je well in 45 pl Standardmedium). Daraufhin wurden die Zellen 24 h im Brut-
schrank inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Stimulation der Zellen analog der Stimulation des
SA-B-Gal-Assays. 8 h vor Ende der Inkubationszeit wurden je 5 pl einer mit Standardmedium
verdunnten BrdU-LOsung zu jedem well hinzugegeben. Die Konzentration von BrdU lag bei 10

pmol/l in jedem well. Die Platten wurden 8 Stunden im Brutschrank inkubiert.

METHODE

Zur Bestimmung und Vergleichbarkeit des Konfluenzgrads erfolgte eine mikroskopische
Begutachtung der Zellen. Das Standardmedium wurde aus den wells entfernt und die Zellen
fur 30 min bei RT mit 100 pl FixDenat je well inkubiert. Durch das FixDenat lieRen sich die
Zellen fixieren und gleichzeitig die DNA denaturieren ein entscheidender Schritt, um die an-

schlieBende Bindung des Antikdrpers an BrdU zu ermoglichen. Daraufhin wurde die Lésung
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vorsichtig abgesaugt, und die Platte durch Klopfen auf ein saugfahiges Papier getrocknet.

Der monoklonale Anti-BrdU-Peroxidase Antikérper wurde zunachst fir 10 min in Aqua dest.
resuspendiert und anschlieend in einer 1:100 Verdinnung mit der Antikdrperverdinnungslo-
sung (Flasche 5) verdunnt. Zu jedem well wurden 50 pl dieser Lésung gegeben und die Platte
90 min bei RT auf einem Schiittler bei 300 U/min inkubiert. Nach Entfernen der Antikdrperl6-
sung wurde die Platte durch Klopfen auf ein saugfahiges Papier getrocknet. AnschlieRend er-
folgte eine dreimalige Waschung. Hierfur wurden in jedes well 100 yl der Waschlésung gege-
ben. Zuvor wurde der Waschpuffer (Flasche 5) in einem 1:10 Verhaltnis mit Aqua dest.
verdunnt. Nach erneutem Trocknen der Platte folgte die Substratreaktion durch Zugabe von
50 ul Tetramethyl-benzidin (TMB) zu jedem well. Die an den Antikdrper gebundene Peroxidase
katalysierte die Oxidation des TMB und fuhrte innerhalb weniger Minuten zu einem Farbum-
schlag von farblos zu blau. Um diesen Farbumschlag frihzeitig zu registrieren, wurde die
Platte auf einem weiflen Untergrund platziert. Der Farbumschlag war proportional zu der
Menge an gebundenem Anti-BrdU-POD. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die enzyma-
tische Farbreaktion durch Zugabe von 25 pl Schwefelsdure (1 mol/l) pro well abgestoppt, was
zu einem Farbumschlag nach gelb flihrte. Die Extinktion jeder Probe wurde photometrisch bei
450 nm mithilfe eines ELISA-Readers gemessen. Nach Subtraktion des Leerwertes (unbe-
schickter wells) wurde die Extinktion jeder Probe auf die Extinktion einer Kontrollprobe nor-
miert. Die Messung der BrdU Inkorporation ermoglichte den Vergleich der relativen DNA-
Syntheseleistung unterschiedlicher Proben. Proben mit einer héheren Extinktion wiesen eine

hoéhere DNA-Syntheserate auf.

3.2.7 SENESZENZ-ASSOZIIERTE HETEROCHROMATIN FOCI-FARBUNG

Bei DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der in
der Fluoreszenzmikroskopie zur Markierung der DNA verwendet wird. DAPI bindet stark an
Adenin-Thymidin-reiche Regionen in der DNA-Doppelhelix und emittiert bei UV-Anregung (365
nm) blaues Licht (460 nm).

VERSUCHSBEDINGUNGEN

Zur Vorbereitung der DAPI-Farbung wurden 40 ml Methanol mit 2 pyl DAPI (5 mg/ml) in einem
lichtundurchlassigen 50-ml-Reaktionsgefald aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Die Zellen wurden analog zum SA-R-Gal-Assay auf Glasplattchen in 24-well-Platten ausgesat

und nach gleichem Schema mit Etoposid, Navitoclax oder der Kombination beider behandelt.
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METHODE

Nach Inkubation wurde das Standardmedium vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 500 pl
PBS, pH 7,4 je well gewaschen. Die weiteren Schritte erfolgten unter gedampftem Licht, um
das Ausbleichen des DAPI durch Lichteinfall zu minimieren und damit einer Verfalschung der
Ergebnisse vorzubeugen. Zunachst wurden 400 pl der eiskalten Methanol-DAPI-Mischung je-
dem well zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die fixierten Zellen
zweifach mit je 500 pl PBS, pH 7,4 gespult und jeweils weitere 10 min bei RT inkubiert. Da-
raufhin wurden die Deckglaschen mit den Zellen nach unten in je 6 pl Dako (Fluoreszenzein-

bettmedium) auf einem Objekttrager fixiert und bei 4 °C gelagert.

AUSWERTUNG

Zur Quantifizierung der Seneszenz-assoziierten Heterochromatin Foci (SAHF) wurden Auf-
nahmen der Zellen mit dem ZEISS Cell Observer Mikroskop gemacht. Hierfiir wurde ein 20x
PlanApo Objektiv in Kombination mit einem DAPI-Filter verwendet, das eine detaillierte
Visualisierung der SAHF-Strukturen ermdglichte. Um eine objektive Auswertung zu gewahr-
leisten, wurden die Proben und dokumentierten Bilder durch eine dritte Person verblindet. Zwei
unabhéangige Personen analysierten anschlielend die Anzahl der SAHF-Strukturen in 20 Zell-

kernen pro Bild.

3.2.8 NUKLEINSAUREANALYTIK

Um die Effekte von Etoposid und Navitoclax auf die Expression der in

Tabelle 9 genannten Gene zu untersuchen, wurde die Methode der quantitativen Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time PCR, gPCR) genutzt. Sie ermdglicht die spezifische
Detektion sowie die absolute und relative Quantifizierung von Ziel-Sequenzen in einer Probe.

Um die relative Genexpression zu analysieren, kam fur die anschlielende Auswertung die
28A_CT-Methode zur Anwendung. Die Expression jedes untersuchten Gens wird hierbei zu-
nachst auf die eines konstant exprimierten Haushaltsgens abgeglichen. Anschlieflend wurde

die Expression der Gene noch auf die einer unbehandelten Kontrolle normalisiert, um experi-

mentell induzierte Veranderungen in der Expression zu identifizieren.

VERSUCHSBEDINGUNGEN

Fir die Analyse der Expression der Zielgene in den zwei Zelllinien wurden die Panc02- und
6606PDA-Zellen auf 12-well Platten ausgesat. Je well wurden 100.000 Zellen in 900 pl aus-
gesat. Nach Abschluss der Behandlung mit Etoposid und Navitoclax wurde das Standardme-

dium von der Platte entfernt und die Platte anschlieRend bei —80 °C gelagert.
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RNA ISOLATION

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA-Kit von Macherey-Nagel. Hierbei
wurde nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Der Puffer wurde initial unter dem Abzug
in zwei 5 ml ReaktionsgefalRen angesetzt: Fir 20 Proben bendtigte man eine Mischung aus
7,7 ml des Lysis Buffers RA1 und 77 ul des Reduktionsmittels p-Mercaptoethanol. 353,5 pl
dieses Gemischs wurde in jedes well pipettiert. Um die Zelllyse zu vervollstandigen, wurden
die Zellen im nachsten Schritt mechanisch homogenisiert. f-Mercaptoethanol diente zusatzlich
zur Inaktivierung der RNasen. RNasen sind Enzyme, die RNA abbauen und somit die Integritat
der RNA beeinflussen kénnen. Die gewonnene Zellsuspension wurde in 1,5 ml Reaktionsge-
falen aliquotiert und gevortext. Anschlie3end wurde die Zellsuspension zur Reduzierung der
Viskositat und Klarung des Zelllysates durch eine NucleoSpin-Filtersaule zentrifugiert
(11.000 g fur 1 Minute). Die Pufferkomponenten des RA1-Puffers stellten hierbei den optima-
len pH-Wert fir die Bindung der RNA an die Silica-Membran der Saule ein. Nach Abwurf des
Filters wurde zur Vermeidung von RNA-Kontamination sowie zur Verstarkung der RNA-
Bindung an die Membran im folgenden Schritt 350 pl 70 %iges Ethanol auf das homogenisierte
Lysat gegeben. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurden die Komponenten ver-
mischt. Anschlielend wurden sie erneut durch eine NucleoSpin-Filtersaule filtriert und bei
11.000 g fur 30 s zentrifugiert. Nach Abwurf des Filtrats, wurde die Membran auf ein neues
2 ml Sammelgefal® platziert. Um anhaftende Salze von der Membran zu entfernen, wurden
anschlielend 350 pl Membrane-Desalting-Buffer (MDB) auf jede Membran pipettiert und die
Réhrchen 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der rDNase-Reaktions-Puffer
in sterile 1,5 ml Mikrozentrifugationsréhrchen angesetzt, indem jeweils 10 pl rekonstituierte
rDNase mit 90 pl Reaktionspuffer fur rDNase gemischt wurden. Die gezielte Degradation der
nach Zelllyse verbleibenden genomischen DNA durch spezifische rDNase gewahrleistete eine
héhere Reinheit der isolierten RNA. Von dem Puffer wurden 95 ul auf jede Membran gegeben
und 15 min bei RT inkubiert. Um unerwiinschte Kontaminationen zu entfernen und die gerei-
nigte RNA zu eluieren, wurde ein mehrstufiges Wasch- und Elutionsprotokoll eingehalten: Im
ersten Schritt wurden je 200 yl RAW2-Puffer auf die Membran pipettiert und die Saulen far
30 s bei 11.000 g zentrifugiert. Daraufhin wurde die Membran auf ein neues Réhrchen plat-
ziert. Im zweiten Waschschritt wurden 600 pl RA3-Puffer auf jede Membran gegeben und fur
30 s bei 11.000 g zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die Membranen in die urspring-
lichen Réhrchen eingesetzt. Im dritten Waschschritt folgte die Zugabe von 250 ul RA3-Puffer
auf jede Membran, gefolgt von einer zweiminltigen Zentrifugation bei 11.000 g. Die Membra-
nen wurden auf nukleasefreie 1,5 ml Reaktionsgefalie platziert und auf jede Membran wurden
40 pl RNase freies Wasser pipettiert, um die gebundene RNA zu eluieren. Anschlie3end er-
folgte eine Zentrifugation bei 11.000 g fur eine Minute. Die eluierte RNA befand sich nun in
den 1,5 ml Reaktionsgefalien und konnte flr nachfolgende Analysen verwendet werden.
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RNA KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der RNA-Konzentration in den Proben mithilfe der
Spektralphotometrie am Implen NanoPhotometer. Die verdiinnten RNA-Proben wurden in die
Kuvetten des NanoPhotometers pipettiert. Um die Genauigkeit der Messung zu gewahrleisten,
erfolgte zunachst eine Kalibrierung des NanoPhotometers mit der Referenzlésung. Die Quan-
tifizierung der RNA basierte auf der Messung der optischen Dichte (OD) bei Wellenlangen von
260 nm und 280 nm unter monochromatischem Licht. Da Nukleinsauren, wie RNA, ihr Absorp-
tionsmaximum bei 260 nm aufweisen, war die gemessene Absorption proportional zur RNA-

Konzentration der Probe. Die Konzentrationsberechnung erfolgte mit folgender Formel:
s " Hg
Konzentration (ﬁ) = 0D * Verdinnungsfaktor * 40 1

Da Proteine, die Verunreinigungen in den RNA-Proben darstellten, bei 280 nm Licht absorbie-
ren, konnte durch Bildung des Quotienten aus der OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm
zusatzlich Ruckschluss auf die Reinheit der Proben gezogen werden. Bei Werten Uber 1,8 galt

die extrahierte RNA als relativ rein.

AGAROSE GELELEKTROPHORESE

Um zuséatzlich zu der Reinheit der RNA auch die Qualitat zu untersuchen, wurde anschlieRend
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Die Bandenmuster auf dem Agarosegel er-
moglichten dabei die Beurteilung der RNA-Integritat.

Fir die Elektrophorese wurde ein 1 %iges Agarose-Gel hergestellt. Daflr wurde zunachst
1 g Agarose in 100 ml 0,5 x Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat (TBE) Puffer in 0,1 % Diethyl-
pyrocarbonat-Wasser (DEPC-H.0) aufgekocht. AnschlieRend wurde es mit 0,5 pl Ethidium-
bromid unter dem Sicherheitsabzug gefarbt. Bei Ethidiumbromid handelte es sich um einen
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die Doppelhelix der Nukleinsauren einlagerte
und unter UV-Licht sichtbar gemacht wurde. Nach kurzem Abkuhlen wurde die Losung mit
einem Kamm fir die Probentaschen in eine vorgefertigte Kammer gegossen. Der Proben-
kamm wurde nach dreiRigmindtiger Aushartung entfernt, das Gel in eine Elektrophorese Kam-
mer gelegt und mit dem 50 %igen TBE-Puffer bedeckt. Die RNA-Proben wurden in die Pro-
bentaschen pipettiert. Zuvor wurde je 1 ug RNA je Probe in einem Gesamtvolumen von 10 pl
mit nukleasefreien H>O geldst und mit 2 ul 6x Ladepuffer versetzt. Zur GréRenbestimmung der
RNA-Fragmente diente ein 1 kB DNA-Marker. Das Gel wurde fur 1 h an eine Spannung von
100 V angeschlossen. Die RNA-Molekule wanderten im elektrischen Feld durch das Agarose-
gel und bildeten dabei Banden. Die Banden wurden mithilfe eines UV-Transilluminators visu-

alisiert. Bei nicht-degradierter RNA erkannte man typischerweise zwei scharfe Banden, die der
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ribosomalen 18S- und 28S-RNA. Anhand dieser lieR sich die Qualitdt der RNA abschéatzen.

Bei degradierter RNA zeigten sich diese Banden unscharf oder waren nicht sichtbar.

CDNA SYNTHESE
Da die meisten qPCR-Enzyme ausschlieBlich DNA amplifizieren kénnen und cDNA im Ver-
gleich zu RNA stabiler und spezifischer flir gPCR-Primer ist, war eine Umwandlung der RNA
in cDNA erforderlich. Dafir wurden reverse Transkriptasen genutzt, die das Umschreiben der
mRNA katalysieren. Als Matrize der cDNA fungiert hierbei die Abfolge der Sequenzen der
mRNA. Mithilfe des High-Capacity cONA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems
erfolgte ein Umschreiben der RNA in komplementare, einstrangige DNA (cDNA). Um die Er-
gebnisse zu standardisieren, wurde die RNA-Konzentration aller Proben auf 250 ng RNA ver-
einheitlicht. Dazu wurde fir jede Probe anhand der RNA-Konzentration eine Verdiinnung be-
rechnet und in 600 pl Reaktionsgefalie pipettiert. Die Proben wurden mit nf-H,O auf 10 pl
aufgefllt. Anschliefiend wurde der gPCR-Mastermix (siehe Tabelle 15) vorbereitet und jeder
Probe 10 ul zugegeben. Die Proben wurden griindlich vermischt und anschlieend nach fol-
gendem Schema inkubiert:

1. 10 min bei 25 °C

2. 120 min bei 37 °C

3. 5 min bei 85 °C

Nach der Inkubation wurden zu jeder Probe 40 ul nukleasefreies H.O gegeben und diese bis

zur Verwendung bei -20 °C gelagert, um eine Degradation der cDNA zu verhindern.

TABELLE 15: ZUSAMMENSETZUNG MASTERMIX ZUR REVERSEN TRANSKRIPTION EINER RNA-PROBE

Bestandyteil Volumen
10X Puffer 2,0 pl
dNTPs 0,8
nf-H20 4,2 ul
Random Primer 2,0 pl
Reverse Transkriptase 1,0 pl
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REAL TIME PCR

Die Real-Time PCR-Methode wurde unter Verwendung der TagMan-Technologie zur Quanti-
fizierung der cDONA-Transkripte durchgefiihrt. Die Echtzeit-PCR bezeichnet eine Polymerase-
Kettenreaktion, die die quantitative Messung der neu entstandenen DNA-Fragmente wahrend
der Reaktionsprozesse, also in Echtzeit, bestimmt. Die Reaktionsmischung (Assay-on-De-
mand) enthalt dabei die spezifischen Primer sowie Sonden fiir die cDNA. Weiterhin wird ein
DNA-Polymerase enthaltender Mastermix erstellit.

Ein Amplifikationszyklus der qPCR besteht aus Denaturierungs-, Primer-Hybridisierungs- und
Elongationsphasen. Die Denaturierung der doppelstrangigen DNA erfolgte bei 95 °C. Anschlie-
Rend folgte die Primer-Hybridisierung, das Annealing. Hierbei kihlt die Probe auf 60 °C ab,
sodass die spezifischen Primer an die komplementaren Zielsequenzen der DNA binden kén-
nen. Zusatzlich binden auch die genspezifischen Tagman Sonden wahrend der Hybridisie-
rungsphase an ihre komplementaren DNA-Sequenzen. Bei den Sonden handelt es sich um
modifizierte Oligonukleotide, die an ihren 5°-Ende ein fluoreszierendes Molekiil, den Reporter,
und an ihrem 3‘-Ende ein weiteres Molekll, den Quencher besitzen. Die raumliche Nahe der
beiden Molekiile (Fluorophore) ermdglicht den Transfer der Fluoreszenzresonanzenergie des
Reporters auf den Quencher, wodurch die Emission des Reporters unterdriickt wird, solange
die Sonde intakt bleibt. Dieses Phanomen wird FRET-Effekt genannt, Fluorescent Resonance
Energy Transfer. Wahrend der folgenden Elongationsphase synthetisiert die Tag-Polymerase
komplementare DNA-Strange. Durch ihre 5'-3'-Exonukleaseaktivitat spaltet die Tag-Poly-
merase auch die an die Matrizen-DNA angelagerten Sonden. Durch die enzymatische Spal-
tung hebt sie durch die entstehende raumliche Trennung von Quencher und Reporter den
FRET-Effekt auf. Dadurch wird eine Detektion der emittierten Fluoreszenzphotonen mdéglich.
Jeweils 2,5 ul cDNA wurden in dreifacher Replikation in die Vertiefungen einer 96-well-Multiti-
tierplatten pipettiert. Die Pipettierschritte erfolgten auf Eis. Um Probenverluste zu minimieren,
wurden Low-Retention Filterspitzen verwendet. Zusatzlich wurden noch 10 ul des PCR-

Mastermixes (Zusammensetzung siehe Tabelle 16) in jede Vertiefung pipettiert.

TABELLE 16: ZUSAMMENSETZUNG DES PCR-MASTERMIXES, JE PROBE

Bestandteil Menge

Primer/Sonden Kombination 0,625 ul
nf-H20 3,125 pl
Mastermix 6,250 pl
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Zum Schutz vor Verschmutzung der Proben wurde die Platte mit einer Folie abgedichtet, kurz
zentrifugiert und anschlief3end in den Echtzeit-PCR-Cycler eingesetzt. Das folgende Tempe-

raturprotokoll wurde fir die qPCR verwendet:

TABELLE 17: PROTOKOLL DER PCR ZYKLEN

Wiederholungen Temperatur Dauer
1 95 5:00 min
95 0:15 min
45
60 1:00 min

Wahrend der Amplifikation der DNA steigt die Intensitat des Fluoreszenzsignals ab einer ge-
wissen Anzahl an durchlaufenen Zyklen an. Sobald das Signal einen definierten Schwellen-
wert (engl. Threshold Cycle, Ct-Wert) Uberschreitet, registriert das Gerat die entsprechende
Zyklusnummer und gibt sie als Ct-Wert an. Dieser Schwellenwert kann nachtraglich angepasst
werden. Der Ct-Wert ermdglicht eine quantitative und vergleichende Aussage Uber die Aus-
gangsmenge der Ziel-DNA-Sequenz, wobei ein niedriger Ct-Wert mit einer hdheren Anfangs-

konzentration der Zielsequenz korreliert.

AUSWERTUNG

Mithilfe der Software ,Quant Studio Real Time PCR Version 1.2“ erfolgte die Auswertung der
PCR-Daten. Durch Subtraktion des Ct-Wertes des Haushaltsgens Hypoxanthin-Guanin-Phos-
phoribosyltransferase (HPRT) von dem Ct-Wert der Probe konnte das Ergebnis im ersten

Schritt normalisiert werden:

ACt = Ctprope — Ctyprr

Dadurch lieBen sich etwaige Schwankungen in der Gesamtmenge der cDNA und Unter-
schiede in der Effizienz der reversen Transkription ausgleichen. Um die experimentell indu-
zierte Veranderung der Gene zu identifizieren, folgte im nachsten Schritt die zweite Normali-

sierung. Hierfur wurde fur jede Probe der CT-Wert derselben unbehandelten Probe subtrahiert:
AACt = ACtprope — ACtgontrotie

Die PCR ist ein exponentieller Prozess, die DNA-Menge verdoppelt sich mit jedem Schritt. Um
von der Anderung im AACt-Wert Riickschlisse auf die Anderung der DNA-Menge ziehen zu

kénnen, folgte diese Berechnung:
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AACE 1

relative Expression = 2 = omact

Das Ergebnis gibt die relative Veranderung der Genexpression an. Dadurch lassen sich die
Gruppen untereinander vergleichen und Unterschiede in der Genexpression in Hinsicht auf die

Behandlung analysieren.

3.2.9 IMMUNOBLOT-ANALYSEN

Das Immunoblotting (auch als Western Blotting bezeichnet) ist eine etablierte Methode zur
Untersuchung der Proteinexpression in Zellen. Wahrend der Seneszenz kommt es zu einer
Reihe von zelluldren Veranderungen, die sich auf molekularer Ebene durch Veranderungen in
der Proteinexpression detektieren lassen. In dieser Arbeit wurde die Expression der Proteine
LC3B, H2AX und yH2AX analysiert.

VERSUCHSBEDINGUNGEN
Die Zellen wurden auf 24-well-Platten (25.000 Zellen je well, in 450 pl Standardmedium) aus-
gesat. Am ersten Tag nach der Einsaat folgte die Behandlung mit 1 yM Etoposid, 1 pM

Navitoclax oder der Kombination beider Substanzen. Die Behandlungsdauer betrug 48 h.

PROBENGEWINNUNG

Der Probenpuffer wurde in einem 10 ml Reaktionsgefald vor Ende der Inkubationszeit auf 95 °C
erhitzt. Die Zusammensetzung des Probenpuffers entsprach der in der Tabelle 13 angegebe-
nen Rezeptur. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Zellkulturiiberstand abgesaugt.
300 pl des heilRen Probenpuffers wurden anschlieRend auf jedes well pipettiert und vorsichtig
auf- und abpipettiert, um eine homogene Verteilung des Zelllysates zu gewahrleisten. Der Pro-
benpuffer enthielt Natriumdodecylsulfat (SDS), ein Detergens, das die Proteinstruktur aufbricht
und die Proteine in ihre Einzelbestandteile, die Polypeptidketten, denaturiert. Zusatzlich war
als Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol im Probenpuffer enthalten, welches Disulfidbriicken
in Proteinen spalten kann und ebenfalls denaturierend wirkt. Das Gemisch wurde daraufhin in
1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfihrt und 2 min auf 95 °C erhitzt, um die Denaturierung der Pro-
teine zu vervollstandigen. Bei 95 °C binden die negativ geladenen Sulfatketten der SDS-
Molekile an die positiv geladenen Aminosauren an der Aulenseite der Polypeptidketten.
Durch die SDS-Bindung erhalten alle Proteine eine stark negative Gesamtladung. Anschlie-
Rend wurden die Proben kurz zentrifugiert und bei —20 °C gelagert, bis sie fur die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet wurden.
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SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine elektrophoretische Trennmethode, bei der Prote-
ine aufgrund ihrer Ladung und GréRRe voneinander separiert werden. Die negativ geladenen
Proteine wandern in einem elektrischen Feld durch ein Polyacrylamidgel zur Anode. Da die
Eigenladung der Proteine im Vergleich zur SDS-Ladung vernachlassigbar gering ist, erfolgt
die Trennung ausschlieRlich nach ihrer GroRe. Dabei wirken die Poren im Gel wie ein Sieb,
durch das kleinere Proteine schneller wandern kdnnen als grof3e. Fur die SDS-PAGE wurden
zwei Gele verwendet: ein Sammelgel und ein Trenngel.

Das 8 % feinporige Trenngel wurde in einem 15 ml Reaktionsgefal® angesetzt (siehe
Tabelle 13). Um eine vorzeitige Polymerisation zu verhindern, eine homogene Gelbildung zu
gewabhrleisten und die Gelierzeit zu kontrollieren, wurden Tetraethylethylendiain (TEMED) und
Ammoniumpersulfat (APS) erst zuletzt hinzugefligt. Anschlief3end wurde das flissige Trenngel
vorsichtig in eine Minigel-Kammer gegossen. Zur Vermeidung von Luftblasen an der oberen
Gelkante wurde das Gel mit einer dinnen Schicht destilliertem Wasser bedeckt. Wahrend der
30-minutigen Polymerisation des Trenngels diente die Wasserschicht zusatzlich als Barriere
gegen Luftsauerstoff. AnschlieRend wurde das destillierte Wasser abgegossen und das Sam-
melgel auf das polymerisierte Trenngel geschichtet. Um die Probentaschen zu formen und
eine ebenfalls luftdichte Polymerisation des Sammelgels zu gewahrleisten, wurde ein Proben-
kamm in das Sammelgel eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurden die Gele
vorsichtig mitsamt den Glasplatten in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammer
wurde anschlieRend mit Elektrophoresepuffer (siehe Tabelle 13) befillt und der Probenkamm
entfernt. Anschliefiend wurden 10 ul jeder Probe in die Probentaschen des Trenngels geladen.
Zusatzlich wurden 2,5 pl des Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder als Molekularge-
wichtsmarker in eine der duleren Taschen des Sammelgels pipettiert. Der Probenpuffer
enthielt Glycerol, um die Dichte der Proben zu erhéhen und so die Ansammlung am Boden
der Probentaschen zu gewahrleisten. Dies verhinderte ein Verlaufen der Proben wahrend der
Elektrophorese. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 200 V flr eine
Dauer von 30 min. Wahrend der Elektrophorese wanderten die negativ geladenen Proteine im
elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Die Migrationsgeschwindigkeit der Proteine
war dabei grolenabhangig. Um den gleichzeitigen Eintritt aller Proteine in das Trenngel zu
gewabhrleisten, fand ein Sammelgel mit niedrigerem pH-Wert Verwendung. Der Elektrophore-
sepuffer enthielt Glycin und Chloridionen. Diese lonen wanderten wahrend der Elektrophorese
ebenfalls im elektrischen Feld. Durch den geringen pH-Wert im Sammelgel migrierten die Gly-
cinionen deutlich langsamer zur Anode als die Chloridionen. Diese unterschiedlichen Migrati-
onsgeschwindigkeiten flhrten zur Komprimierung der Proteinproben zwischen den Glycin-

und Chloridionen. Dieser Effekt resultierte in einer schmalen Startzone im anschlielRenden
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Trenngel. Dadurch wurde die Auflosung der Proteinbanden verbessert. Im Trenngel hingegen
lag ein héherer pH-Wert vor, der die meisten Glycinionen negativ lud. Infolgedessen wander-
ten die Glycinionen schneller zur Anode und hoben den komprimierenden Effekt auf. Die Pro-
teine wurden nun nach ihrer Gro3e aufgetrennt, wobei Proteine mit einer geringeren Molekul-
masse schneller migrierten als solche mit einer grofReren. Um die Laufgeschwindigkeit zu er-
fassen und den Zeitpunkt des Elektrophoreseendes zu bestimmen, enthielt der Probenpuffer
den Farbstoff Bromphenolblau. Dieser Farbstoff migrierte schneller als die Proteine und bildete

somit eine blaue Front im Gel.

PROTEINTRANSFER, SEMI DRY BLOTTER

Nach der SDS-PAGE erfolgte der Proteintransfer von dem Polyacrylamidgel auf eine Poly-
vinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran) mithilfe eines Semi-Dry-Blotters. Die Gele wur-
den aus der Elektrophoresekammer entnommen und das Sammelgel abgetrennt. Der Transfer
erfolgte mithilfe der ,Sandwich“-Technik, die einen gleichmaRigen Kontakt zwischen Gel und
Membran gewahrleistet und so den Transferprozess optimiert. Um die Hydrophobie der
Membran zu reduzieren, wurde diese fur 2 s in Methanol gelegt, anschlieRend mit destilliertem
Wasser gewaschen und fur 5 min in Transferpuffer eingeweicht. Der Aufbau des Semi-Dry-
Blots erfolgte von oben nach unten gemaf folgendem Schema:

1. Kathodenseite der Blotting-Kassette

2. 3 Blatter mit Kathodentransferpuffer (siehe Tabelle 13) getrankte Filterpapiere
(90x60x1 mm)
Polyacrylamidgel (um 180 Grad gewendet, der PVDF-Membran zugewandt)
1 Blatt mit Anodentransferpuffer 1 (siehe Tabelle 13) getranktes Filterpapier

2 Blatter mit Anodentransferpuffer 2 (siehe Tabelle 13) getranktes Filterpapier

o o M w

Anodenseite der Blotting-Kassette

Um Lufteinschllisse zwischen den Schichten zu vermeiden, wurde das Sandwich mithilfe einer
Rolle ausgestrichen. Durch die Anoden-seitige Ausrichtung der Membran in Relation zum Gel
wanderten die negativ geladenen Proteine nach Anlegen einer konstanten Spannung von 400
mA flir 105 min vom Gel zur positiv geladenen Anode und wurden auf der Membran fixiert.
Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran aus dem Blot-Sandwich entnommen und

fur den anschlielRenden spezifischen Proteinnachweis prapariert.
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SPEZIFISCHER PROTEINNACHWEIS

Die Membran wurde in eine Plastikbox transferiert und in PBS (pH 7,4) gewaschen, um Rick-
stande des Transferpuffers zu entfernen. AnschlieRend wurde die Membran 1 h in verdiinntem
Odyssey Blocking Buffer (1:5 mit PBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blo-
ckieren. Alle folgenden Inkubationsschritte erfolgten auf einem Horizontalschuttler. Wahrend
der Inkubationszeit wurden 10 pl des Primarantikorpers in verdinntem Odyssey Blocking Buf-
fer (1:5 mit PBS) mit 0,1 % Tween-20 gelost. Die in dieser Arbeit verwendeten Primarantikor-
per stammten entweder aus Kaninchen oder Mausen. Um die Zielproteine auf der Membran
zu markieren, wurde diese im nachsten Schritt mit 5 ml der verdiinnten Antikdrperlésung (siehe
Tabelle 18) bedeckt und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend erfolgten vier Wasch-
schritte von je 5 min mit PBS (pH. 7,4) und 0,1 % Tween-20 bei Raumtemperatur, um die
ungebundenen Primarantikdrper zu entfernen. Wahrend der Inkubationszeit wurden 10 pl des
Sekundarantikérpers in verdinntem Odyssey Blocking Buffer (1:5 mit PBS) mit 0,1 % Tween-
20 gel6st. Die Membran wurde anschliefend 30 min mit 5 ml des verdinnten Sekundaranti-
korpers inkubiert. Der Sekundarantikorper ist ein Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikorper,
der Spezies-spezifisch die Fc-Regionen der zuvor applizierten Primarantikdrper erkennt. Als
Sekundarantikorper kam entweder ein IRDye 800 CW- oder IRDye 680 CW-konjugierter Anti-
koérper zum Einsatz. Aufgrund seiner hohen Sensitivitat erwies sich der IRDye 800 CW-
konjugierte Antikérper bei schwachem Signal als vorteilhaft. Nach der Inkubation mit dem Se-
kundarantikérper folgten vier weitere 5-minutige Waschvorgangen mit PBS (pH. 7,4) und 0,1
% Tween-20 bei Raumtemperatur. Um Rickstande von Tween-20 zu beseitigen, wurde die
Membran noch einmal mit PBS (pH. 7,4) gespuilt. Nach Abschluss der Waschschritte wurde
die Membran am Odyssey Infrared Imaging System mit Odyssey Application Software, Version
3, entwickelt. Das Gerat ermdglicht die Visualisierung der Fluoreszenzsignale, die durch Bin-
dung des Sekundarantikorpers an die Zielproteine auf der Membran entstanden sind. Die Flu-
oreszenzanregung erfolgte bei 700 nm fir IRDye 680CW (rot) und bei 800 nm fir IRDye800
CW (grun).

TABELLE 18: VERDUNNUNG DER IMMUNOBLOT ANTIKORPER UND APPARENTES MOLEKULARGEWICHT

Antikérper Verdiinnung in Blockpuffer (1:5 mit PBS) Apparentes Molekulargewicht
und 0,1 % Tween-20 des zugehorigen Proteins

LC3BII 1:1000 15 kDA

H2AX 1:1000 20 kDA

yYH2AX 1:1000 15 kDA

B-Actin 1:5000 42 kDA
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Die Bilder wurden mithilfe der Programme Image Studio Version 5.2 und Microsoft Excel aus-
gewertet. Dabei wurden die Signale der jeweiligen Proteine mit dem Signal des Haushaltpro-
teins B-Actin abgeglichen. Dadurch konnten unterschiedliche Beladungsmengen der Proben-

taschen ausgeglichen werden. Fur yH2AX wurde zusatzlich das Signal auf H2AX normiert.

ANTIKORPER-STRIPPEN DER MEMBRANEN

Mithilfe des Strippens der Membran lief3en sich Proteine ahnlicher MolekilgréRen auf einer
Membran nachweisen. Beispielsweise um die Fluoreszenzsignalintensitat eines phosphory-
lierten Proteins und des zugehdrigen Gesamtproteins zu quantifizieren. Die Membran wurde
zweimal fur 20 min mit Stripping-Puffer im Wasserbad bei 65 °C inkubiert, um gebundene An-
tikdrper effizient zu entfernen. AnschlielRend wurde die Membran dreimal flr 5 min mit PBS-
Tween auf dem Plattenschittler gewaschen. Um den Erfolg zu bestatigen, wurde die Membran
nach einem erneuten Waschen mit PBS am Odyssey Infrared Imaging System entwickelt. Da-
raufhin konnten 10 pl eines weiteren Primarantikoérpers (in verdinntem Odyssey Blocking Buf-
fer (1:5 mit PBS), mit 0,1 % Tween-20 geldst) auf die Membran gegeben und die weiteren

Schritte gemal dem zuvor beschriebenen Protokoll durchgefihrt werden.

3.2.10 STATISTISCHE DATENANALYSE

Die statistische Datenanalyse erfolgte unter Verwendung der Software GraphPadPrism 10.2.3.
Zunachst wurden die Daten mithilfe des Shapiro Wilk und Kolmogorov-Smirnov auf Normal-
verteilung untersucht. Um zu Uberprifen, ob sich die Mittelwerte mehrerer normalverteilter
Gruppen signifikant voneinander unterschieden, wurde anschliel3end eine einfaktorielle Vari-
anzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt, an den sich bei signifikanten Unterschieden ein Post-hoc-
Test (Tukey’s Test fir Mehrfachvergleiche) anschloss. Bei Verletzung der Normalverteilung
wurde der Kruskal-Wallis-Test als nichtparametrische Alternative zur ANOVA eingesetzt und
bei signifikanten Unterschieden durch einen anschliefienden Dunn’s Test fir Mehrfachverglei-
che Post-hoc-Test erganzt. Fir Analysen zwischen abhangigen Datengruppen wurde der
Friedman Test angewendet, ebenfalls mit anschlieRendem Dunn’s Test fir Mehrfachverglei-
che. Als Signifikanzschwelle wurde in allen Vergleichen p < 0,05 festgelegt. Die Ergebnisse

wurden graphisch dargestellt.
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V. ERGEBNISSE

41 EFFEKTE VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE ZELLTODRATE

Um den Einfluss von Etoposid und Navitoclax auf die Lebendzellzahl und den Zelltod der
Panc02- und 6606PDA-Zellen zu analysieren, wurde eine Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblau-Ausschlusstest durchgefihrt. Trypanblau, ein anionischer Diazofarbstoff, dringt
ausschlieB3lich in tote Zellen ein und erlaubt anschlieBend eine Zahlung der blau gefarbten
Zellen unter dem Lichtmikroskop.
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ABBILDUNG 3: ZELLVIABILITATS- UND ZELLTODZAHLUNG VON PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN

Graphische Darstellung der Viabilitdt von Panc02- und 6606PDA-Zellen nach 48 h Behandlung mit 1 yM
Etoposid, 1 uM Navitoclax und der Kombination aus 1 yM Etoposid und 1 uM Navitoclax. Die Zahl lebender
und toter Zellen wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Die Kontrollen entsprechen mit dem L6-
sungsmittel DMSO behandelten Zellen.

A: Darstellung der Anzahl lebender Zellen, angegeben sind die Mittelwerte £+ SEM von 6 (Panc02) bzw. 8
(6606PDA) unabhangigen Zahlungen. * p < 0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit anschliel3en-
dem Tukey’s Test fur Mehrfachvergleiche).

B: prozentualer Anteil toter Zellen an der Gesamtzellzahl der 6 bzw. 8 Zahlungen. Dargestellt sind die Mittel-
werte £ SEM * p < 0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Tukey’s Test fiir Mehr-
fachvergleiche).

Abbildung 3A visualisiert die Auswirkungen der Behandlung von Panc02- und 6606PDA-Zellen
mit Etoposid und/oder Navitoclax (je 1 uM) auf die Anzahl lebender Zellen.

Die Behandlung mit Etoposid flihrte bei den Panc02-Zellen zu einer statistisch signifikanten
Reduktion der Zellzahl um 76,6 % im Vergleich mit der Kontrolle (p < 0,001). Eine Behandlung
mit Navitoclax zeigte hingegen keine signifikante Veranderung der Zellzahl. Im Vergleich mit
Etoposid und im Vergleich mit der kombinierten Behandlung wurde unter der Navitoclax-
behandlung eine signifikant hdhere Zellzahl beobachtet (beide p < 0,001). Verglichen mit
Etoposid vervielfachte sich die Zellzahl um den Faktor 4,78 und um den Faktor 6,8 im Vergleich
mit der kombinierten Behandlung. Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax
fuhrte bei den Panc02-Zellen, wie die alleinige Behandlung mit Etoposid, zu einer signifikanten
Reduktion der Zellzahl um 84,3 % im Vergleich mit der Kontrolle (p < 0,001).

Die 6606PDA-Zellen zeigten ein dhnliches Verhaltensmuster. Die Behandlungen mit Etoposid
allein, Navitoclax allein und der Kombination aus Etoposid und Navitoclax flihrten zu einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt im Gegensatz zur Kontrolle. Unter der Behandlung
mit Etoposid reduzierte sich die Zellzahl um 84 % (p < 0,001), unter Navitoclax um 25 %
(p < 0,001) und unter der kombinierten Behandlung um 90 % (p < 0,001). Zusatzlich war der
Unterschied zwischen den mit Etoposid allein behandelten Zellen und den mit Navitoclax
behandelten Zellen signifikant, hierbei reduzierte sich die Zellzahl unter der Behandlung mit
Etoposid um den Faktor 4,6 (p < 0,001) verglichen mit der mit Navitoclax behandelten Gruppe.
Die kombinierte Behandlung bewirkte eine signifikante Reduktion der Zellzahl um 93,6 %
(p < 0,001) im Vergleich zu der alleinigen Behandlung mit Navitoclax.

Abbildung 3B veranschaulicht die Auswirkungen der Behandlungen mit Etoposid und/oder
Navitoclax auf den Anteil toter Panc02- oder 6606PDA-Zellen an der Gesamtzellzahl.

Bei den Panc02-Zellen fihrte die Behandlung mit Etoposid zu einem signifikanten Anstieg des
Anteils an toten Zellen im Vergleich mit der Kontrollgruppe (p < 0,001). Der Mittelwert der
Kontrolle lag bei 1,5 % toter Zellen, unter Etoposid betrug er 19 %. Die Behandlung mit
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Navitoclax bewirkte eine signifikante Reduktion des Anteils toter Zellen im Vergleich mit der
Etoposid-Gruppe auf ein Niveau, das mit der Kontrollgruppe vergleichbar war (p < 0,001).
Unter der Behandlung mit Navitoclax lag der durchschnittliche Anteil toter Zellen bei 3,9 %.
Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax flhrte zu einem signifikanten Anstieg
des Anteils toter Zellen. Der Anteil toter Panc02-Zellen betrug im Durchschnitt 32,4 %. Dieser
Anstieg war sowohl im Vergleich mit der Kontrollgruppe (p < 0,001) als auch zur Monotherapie
mit Etoposid (p = 0,0029) und Navitoclax (p < 0,001) signifikant.

Die 6606PDA-Zellen zeigten ein dhnliches Verhaltensmuster wie die Panc02-Zellen: Sowohl
die alleinige Behandlung mit Etoposid als auch die Behandlung mit der Kombination flhrten
zu einem signifikanten Anstieg des Anteils an toten Zellen an der Gesamtzellzahl im Vergleich
zur Kontrolle (beide p < 0,001). Der Anteil an toten Zellen betrug bei der Kontrolle im
Durchschnitt 2,7 %, unter Etoposid 19,7 % und unter der Kombination 32 %. Zusatzlich war
der Unterschied zwischen der alleinigen Behandlung mit Etoposid und der kombinierten
Behandlung mit Etoposid und Navitoclax signifikant (p < 0,001). Die Behandlung mit Navitoclax
fuhrte zu keinem statistisch signifikanten Anstieg. Dort betrug der Anteil an toten Zellen
durchschnittlich 3,0 %.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl eine Behandlung mit Etoposid als auch der
Kombination aus Etoposid und Navitoclax bei beiden Zelllinien einen deutlich minimierenden
Effekt auf die Zellviabilitat hatten und der prozentuale Anteil an toten Zellen signifikant anstieg.
Die Behandlung mit Navitoclax fiihrte bei den Panc02-Zellen zu einem Anstieg, bei den
6606PDA-Zellen zu einem Abfall der Zellviabilitat. Der prozentuale Anteil an toten Zellen stieg
bei beiden Zelllinien numerisch unter der Behandlung mit Navitoclax. Die kombinierte
Behandlung mit Etoposid und Navitoclax verstarkte bei beiden Zelllinien den durch Etoposid
induzierten Anstieg toter Zellen signifkant, wahrend die Zahl lebender Zellen unter der

kombinierten Behandlung lediglich numerisch weiter abfiel.
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4.2  SENESZENZ-ASSOZIIERTE-B-GAL-FARBUNG

Um die Auswirkungen der Behandlung mit Etoposid und Navitoclax auf die Seneszenz der
Panc02- und 6606PDA-Zellen zu untersuchen, wurde der SA-B-Gal-Assay durchgefiihrt. Die
SA-3-Gal ist ein Biomarker, der mit dem seneszenten Phanotyp assoziiert ist (Iltahana et al.,

2007).
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ABBILDUNG 4: PROZENTUALER ANTEIL SA-B-GAL*-PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN

Die Zellen wurden jeweils 48 h nach Behandlung (1 uM Etoposid (Eto), 1 uM Navitoclax (Nav) oder die Kom-
bination) mithilfe des Senescence Detection Kits gefarbt und der Anteil an SA-B-Gal*-Zellen an 100 Zellen
verblindet ausgezahlt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Losungsmittel DMSO behandelt.

A: beispielhafte Aufnahmen der SA-B-Gal-Farbung (200-fache VergréRerung), die als SA-B-Gal* gezahlten

Zellen wurden exemplarisch mit einem Pfeil markiert.
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B: Dargestellt sind die Daten in Form von Boxplots unter Anzeige des Medians und des Interquartilsabstands,
die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Einzelmesswerte der Einzelversuche (Panc02: n = 8;
6606PDA: n = 14). * p < 0,05 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Test flir Mehrfachvergleiche)

Abbildung 4 stellt den prozentualen Anteil an SA-B-Gal*-Zellen an der Gesamtzellzahl unter
Behandlungen mit Etoposid und/oder Navitoclax bei Panc02- und 6606PDA-Zellen dar.

Die Behandlung mit Etoposid induzierte bei den Panc02 eine signifikante Erhéhung an SA-B-
Gal*-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,003). Hierbei stieg der prozentuale Anteil an SA-
B-Gal*-Zellen im Median von 16,2 % bei den Kontrollen auf 94,5 % unter der Behandlung mit
Etoposid. Die Behandlung mit Navitoclax bewirkte keine signifikante Veranderung der Anzahl
SA-B-Gal*-Zellen, im Median betrug sie 18,8 %. Der Unterschied zwischen den mit Navitoclax
behandelten und den mit Etoposid behandelten Zellen war signifikant (p = 0,09). Die Behand-
lung mit der Kombination fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung (p = 0,001) des Anteils an SA-
B-Gal*-Zellen auf einen Median von 95 % im Vergleich mit der Kontrolle. Dieser Unterschied
war ebenfalls im Vergleich mit der alleinigen Navitoclaxbehandlung signifikant (p = 0,004). Im
Vergleich mit der alleinigen Etoposidbehandlung stieg der Median numerisch auf 95 %.

Die 6606PDA-Zellen zeigten ein vergleichbares Verhalten, jedoch weniger stark ausgepragt
als die Panc02-Zellen: auch hier flhrte die Behandlung mit Etoposid zu einem signifikanten
Anstieg des Anteils an SA-B-Gal*-Zellen im Vergleich mit der Kontrolle (p < 0,001): Unter Eto-
posid betrug der Anteil an SA-B-Gal*-Zellen im Median 12,75 %, bei den Kontrollen 0,75 %.
Die Behandlung mit Navitoclax fiihrte zu einer geringen Abnahme des Anteils an SA-B-Gal*-
Zellen im Vergleich mit der Kontrolle, die Reduktion war im Vergleich mit den mit Etoposid
behandelten Zellen signifikant (p < 0,001). Die kombinierte Behandlung aus Etoposid und Na-
vitoclax fiihrte zu einem numerischen Anstieg des Anteils an SA-B-Gal*-Zellen im Vergleich
mit der Kontrolle. Verglichen mit den mit Navitoclax behandelten Zellen war dieser Anstieg
signifikant (p = 0,016). Verglichen mit den mit Etoposid behandelten Zellen reduzierte sich der
Anteil an SA-B-Gal*-Zellen numerisch im Median auf 5,75 %. Insgesamt stellte sich bei den
6606PDA-Zellen verglichen mit den Panc02-Zellen eine starkere Streuung der Messwerte dar.
Die mikroskopische Betrachtung beider Zelllinien ergab zudem morphologische Veranderun-
gen bei den mit Etoposid und den mit der Kombination aus Etoposid und Navitoclax behan-
delten Zellen im Vergleich mit den Kontrollen (siehe Abbildung 4A)

Die behandelten Zellen wiesen ein breiteres und flachigeres Erscheinungsbild auf als die Kon-
trollen. Zudem lieR sich die SA-B-Gal-Farbung bei den Panc02-Zellen intensiver und deutlicher
erkennen als bei den 6606PDA. Dies spiegelte sich auch in den Diagrammen wider: bei den
Panc02-Zellen waren deutlich mehr SA-B-Gal*-Zellen unter der Behandlung mit Etoposid und

der Kombination zu zahlen als bei den 6606PDA-Zellen.
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Zusammenfassend ergibt sich, dass die Behandlung mit Etoposid zu einem signifikanten An-
stieg des Anteils der Zahl an SA-B-Gal*-Zellen bei beiden Zelllinien fiihrte. Die Intensitat der
Farbung und der Anstieg an SA-B-Gal*-Zellen war bei den Panc02-Zellen deutlicher ausge-
pragt als bei den 6606PDA-Zellen. Bei den Panc02-Zellen waren unter Etoposid fast alle Zel-
len SA-B-Gal*. Die Behandlung mit Navitoclax allein fiihrte bei den Panc02-Zellen zu einem
geringen Anstieg des Anteils an SA-B-Gal*-Zellen, bei den 6606PDA flihrte Navitoclax zu ei-
nem geringen Abfall. Unter der kombinierten Behandlung mit Etoposid und Navitoclax ergab
sich bei den Panc02-Zellen das gleiche Bild wie bei der alleinigen Etoposid-Behandlung:
nahezu alle Zellen waren SA-B-Gal-positiv. Bei den 6606PDA-Zellen hingegen ging der signi-
fikante Etoposid-Effekt durch die Hinzunahme des Navitoclax verloren, es blieb nur noch ein

numerischer Anstieg.
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4.3 EINFLUSS VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE ZELLPROLIFERATIONSANALYSE

Um den Einfluss der Behandlung mit Etoposid und Navitoclax auf die Proliferationsrate von
Panc02- und 6606PDA-Zellen zu quantifizieren, wurde der BrdU-Einbautest verwendet. Die
BrdU-Inkorporationsrate wurde als Indikator fur die DNA-Synthese und demnach fur die Zell-
proliferation genutzt.

Abbildung 5 zeigt die BrdU-Inkorporation in Panc02- und 6606PDA-Zellen in Abhangigkeit von

der Behandlung mit Etoposid, Navitoclax oder der Kombination.
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ABBILDUNG 5: PROZENTUALER BROMDESOXYURIDIN (BRDU) EINBAU IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN
NACH BEHANDLUNG MIT ETOPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION

Die Daten sind in Form von Boxplots unter Anzeige des Medians der Einzelversuche (Panc02 n = 20,
6606PDA n = 9) dargestellt, die Whisker zeigen das Minimum und das Maximum der Einzelmesswerte. Die
Mittelwerte der unbehandelten Kontrollen wurden auf 100 % gesetzt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich
mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-
Test und anschlieBendem Dunn’s Test flir Mehrfachvergleiche, * p < 0,05.

Die Behandlung mit Etoposid flihrte bei den Panc02-Zellen zu einer statistisch signifikanten
(p = 0,029) Reduktion des BrdU-Einbaus um 55,3 % im Vergleich mit der Kontrolle. Unter der
Behandlung mit Navitoclax zeigte sich ein numerischer Anstieg des BrdU-Einbaus im Ver-

gleich mit der Kontrolle, wahrend die Einbaurate im Vergleich mit der mit Etoposid behandelten
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Gruppe signifikant um 56,3 % zunahm (p < 0,001). Die kombinierte Behandlung mit Etoposid
und Navitoclax verstarkte den reduzierenden Effekt der alleinigen Behandlung mit Etoposid:
der BrdU-Einbau reduzierte sich signifikant um 83,9 % gegentber der Kontrolle (p < 0,001),
um 89,9 % gegenuber der alleinigen Behandlung mit Navitoclax (p < 0,001) und um 62,9 %
gegenuber der alleinigen Behandlung mit Etoposid (p = 0,042).

Annlich wie bei den Panc02-Zellen fiihrte auch die Behandlung der 6606PDA-Zellen mit Eto-
posid zu einer signifikanten Reduktion des BrdU-Einbaus um 68,1 % verglichen mit der Kon-
trolle (p = 0,046). Die Behandlung mit Navitoclax fuhrte zu einer numerischen Erhéhung des
BrdU-Einbaus um 56,7 %. Im Vergleich mit der alleinigen Etoposidbehandlung war dieser An-
stieg signifikant (p < 0,001). Die Behandlung der 6606PDA-Zellen mit der Kombination aus
Etoposid und Navitoclax resultierte in einer signifikanten Reduktion des BrdU-Einbaus vergli-
chen mit der Kontrolle um 69,2 % (p = 0,033). Im Vergleich mit der alleinigen Navitoclaxbe-
handlung reduzierte sich der BrdU-Einbau unter der kombinierten Behandlung signifikant um
80,3 % (p < 0,001). Im Vergleich mit den mit Etoposid behandelten Zellen reduzierte sich der
BrdU-Einbau unter der kombinierten Behandlung numerisch um 2 %.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung mit Etoposid bei beiden Zellli-
nien zu einer signifikanten Reduktion des BrdU-Einbaus fiihrte, wahrend die Behandlung mit
Navitoclax allein zu einer signifikanten Steigerung der BrdU-Inkorporation fihrte. Die kombi-
nierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax flihrte bei beiden Zelllinien zu einer signifikan-
ten Reduktion des BrdU-Einbaus im Vergleich zu den Kontrollen. Bei den Panc02-Zellen war
diese Reduktion darlber hinaus signifikant im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Etopo-
sid, die Hinzunahme von Navitoclax schien den reduzierenden Effekt der Behandlung mit E-

toposid zu verstarken. Bei den 6606PDA-Zellen zeigte sich dieser Effekt numerisch.
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44 ERGEBNISSE DER HETEROCHROMATIN-FARBUNG

Um den Einfluss von Etoposid und Navitoclax auf die Anzahl der SAHF zu quantifizieren, wur-
den die Panc02- und 6606PDA-Zellen 48 h nach Behandlung mit DAPI gefarbt und unter dem
Mikroskop analysiert. Seneszente Zellen entwickeln eine spezifische Art von Heterochromatin,
die SAHF (Narita et al., 2003).

A Panc02
-
Kontrolle 1 uM Etoposid
1 UM Navitoclax 1 UM Etoposid + 1 pM Navitoclax
6606PDA
Kontrolle 1 uM Etoposid
-
1 M Navitoclax 1 UM Etoposid + 1 uM Navitoclax

53



ERGEBNISSE

B Panc02 6606PDA

300 — 300 — "

200 -

200 — Ii] é

100 —

100 —

SAHF (20 Zellen)
l_
|_
H
SAHF (20 Zellen)
_|

ABBILDUNG 6: SAHF PRO 20 ZELLKERNEN VON PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN

Die Zellen wurden jeweils 48 h nach Behandlung mit Etoposid, Navitoclax oder der Kombination mit DAPI
gefarbt. AnschlieRend wurden mit dem ZEISS Cell Observer mit einem 20x PlanApo Objektiv Aufnahmen der
Zellen gemacht. Die Kontrollen wurden ausschlieRlich mit dem Losungsmittel DMSO behandelt. A: Beispiel-
hafte Aufnahmen der DAPI-Farbung, fiir jede Zelllinie ist einmal jede Behandlung abgebildet. Die gezahlten
Foci sind exemplarisch mit einem Pfeil markiert. B: Dargestellt sind die Daten von n = 6 (Panc02) bzw. n = 8
(6606PDA) Zahlungen in Form von Boxplots unter Anzeige des Medians, die Whiskers zeigen das Minimum
und das Maximum der Einzelmesswerte. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-

Test und anschlieRendem Dunn’s Test fur Mehrfachvergleiche, * p < 0,05.

Abbildung 6 zeigt reprasentative DAPI-Farbungen der Zellkerne von Panc02- und 6606PDA-
Zellen. Die Bilder wurden mit dem ZEISS Cell Observer mit einem 20x PlanApo Obijektiv auf-
genommen. Wahrend in unbehandelten Panc02-Zellen zahlreiche Kerne sichtbar waren,
fuhrte die Behandlung mit Etoposid zu einer Reduktion der Zellkernzahl. Zudem erschien die
Kernflache vergrofiert und aufgehellt, was auf eine Akkumulation der SAHF hindeuten kénnte.
Navitoclax hatte keinen sichtbaren Effekt auf die Kernmorphologie. Die kombinierte Behand-
lung mit Etoposid und Navitoclax flhrte zu einer optischen Abschwachung der durch Etoposid
hervorgerufenen morphologischen Veranderungen. Die charakteristische Vergréfterung und
Aufhellung der Kerne waren in der kombinierten Gruppe weniger ausgepragt.

Vergleichbare Effekte waren bei den 6606PDA-Zellen zu beobachten: Durch die Behandlung
mit Etoposid verringerte sich die Anzahl an sichtbaren Kernen, wahrend die verbleibenden
Zellkerne im Vergleich zur Kontrolle vergrofiert, flachiger und heller erschienen. Die Anzahl

und Morphologie der mit Navitoclax behandelten Kerne waren vergleichbar mit der Kontrolle.
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Die gemeinsame Behandlung mit Etoposid und Navitoclax flihrte bei den 6606PDA-Zellen
ebenfalls zu optisch vergroRerten, zahlenmafig reduzierten, jedoch weniger intensiv leuchten-
den Zellkernen, als die mit nur Etoposid behandelten Kerne.

Abbildung 6 zeigt die graphische Darstellung der SAHF pro 20 Zellkerne in Panc02- und
6606PDA-Zellen. Bei den Panc02-Zellen lief3en sich in Abbildung 6 keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Behandlungsgruppen erkennen. Sie zeigten eine deutlich gréRere Va-
riabilitdt der SAHF-Anzahl zwischen den Behandlungsgruppen, als die 6606PDA-Zellen.

Bei den 6606PDA-Zellen zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen. Die Behandlung mit Etoposid fiuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl an
SAHF in 20 Zellkernen um 32,2 % im Vergleich mit der Kontrolle (p = 0,015). Die mit Navitoclax
behandelte Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied mit der Kontrolle. Im Vergleich mit
den mit Etoposid behandelten Zellen wiesen die mit Navitoclax behandelten Zellen eine signi-
fikant reduzierte Anzahl an SAHF in 20 Zellkernen um 23,5 % auf (p = 0,020). Die Kombination
aus Etoposid und Navitoclax resultierte bei den 6606PDA-Zellen in der numerisch niedrigsten
Anzahl an SAHF. Im Vergleich mit der Etoposid-Behandlung betrug die Reduktion 38,8 %.
Dieser Effekt war signifikant (p < 0,001).

Zusammenfassend lasst sich feststellen: Wahrend Etoposid in 6606PDA-Zellen zu einer sig-
nifikanten Zunahme der SAHF in 20 Zellkernen im Vergleich mit der Kontrolle flihrte und Na-
vitoclax allein keinen Einfluss zeigte, resultierte die Kombination aus Etoposid und Navitoclax
in einer deutlichen Reduktion der SAHF. Dieser Effekt war im Vergleich mit Etoposid signifi-
kant, was sowohl auf eine verstarkende Wirkung der Behandlung mit Navitoclax als auch auf
eine Abschwachung der Wirkung von Etoposid hinweisen kénnte. Die Panc02-Zellen zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Die Aufnahmen der
DAPI-Farbung der Zellkerne unterstrichen die quantitativen Ergebnisse. Etoposid-behandelte
Zellen beider Ziellinien zeigten vergroRerte und flachigere Zellkerne als die unbehandelten
Zellen. Navitoclax schien keinen sichtbaren Effekt auf die Kernmorphologie zu haben, die kom-
binierte Behandlung flihrte zu einer ahnlichen, aber weniger ausgepragten Veranderung der

Kernmorphologie als die Behandlung mit Etoposid allein.
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4.5 EINFLUSS VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE GENEXPRESSION

Die Effekte der Behandlung mit Etoposid und Navitoclax auf die Expression ausgewahlter
Gene von Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden mittels quantitativer Real-time PCR unter-
sucht. Im Einzelnen wurde dabei die mRNA-Expression von Cdkn1a, Cdk5, Cxcl2, il6, Mdm?2,
Trpb3, Tgf-p1 sowie Serpine1 analysiert.
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ABBILDUNG 7: CDKN1A GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, stieg die Cdkn1a-Expression der Panc02-Zellen unter der Be-
handlung mit Etoposid im Vergleich mit der Kontrolle numerisch an. Die Behandlung mit Na-

vitoclax resultierte in einem Abfall der Cdkn1a-Spiegel. Verglichen mit den Cdkn1a-Spiegeln
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der mit Etoposid behandelten Gruppe waren die Cdkn1a-Spiegel der mit Navitoclax behandel-
ten Gruppe mit einem p-Wert von 0,001 signifikant reduziert. Die kombinierte Behandlung der
Panc02-Zellen mit Etoposid und Navitoclax fiihrte zu einem Anstieg der Cdkn1a-Expression
im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Verglichen mit der mit Etoposid behandelten Gruppe re-
duzierte sich der Cdkn1a-Spiegel unter der kombinierten Behandlung numerisch um 16,72 %.
Der Unterschied der Cdkn1a-Expression zwischen der kombinierten Behandlung und der mit
Navitoclax behandelten Gruppe war mit einem p-Wert von 0,026 signifikant.

Bei den 6606PDA-Zellen fuhrten die Behandlungen mit Etoposid und/oder Navitoclax zu
keinen signifikanten Veranderungen der Cdkn1a-Spiegel. Die mit Etoposid behandelte Gruppe

zeigte eine numerische Erhéhung der Cdkn1a-Spiegel verglichen mit der Kontrolle.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass insbesondere bei den Panc02-Zellen die Be-
handlung mit Navitoclax zu einer Reduktion des Cdkn1a-Spiegels fuhrte. Wahrend sich diese
Reduktion im Vergleich mit der Kontrolle numerisch darstellte, war sie im Vergleich mit der mit
Etoposid behandelten Gruppe und der mit der Kombination behandelten Gruppe signifikant.

Bei den 6606PDA-Zellen kam es zu keinen signifikanten Unterschieden in den Behandlungs-

gruppen.
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ABBILDUNG 8: CDK5 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION
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Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die C+-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten der Panc02-Zellen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlie-
Rendem Dunn’s Test flir Mehrfachvergleiche, die statistische Analyse der 6606PDA-Zellen erfolgte mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey’s Test fir Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Far die Panc02-Zellen zeigten sich in Abbildung 8 keine statistisch signifikanten Unterschiede
der 2*°"-Werte zwischen den Behandlungsgruppen. Die Behandlung mit Etoposid resultierte
in einem numerischen Anstieg des Cdk5-Spiegels im Vergleich mit der Kontrolle. Die Behand-
lung mit Navitoclax reduzierte den Cdk5-Spiegel numerisch. Die kombinierte Behandlung mit
Etoposid und Navitoclax resultierte in einem vergleichbaren Anstieg wie die alleinige Behand-
lung mit Etoposid.

Bei den 6606PDA-Zellen zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen. Die Behandlung mit Etoposid flhrte zu einem numerischen Anstieg des Cdk5-Spie-
gels im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die mit Navitoclax behandelte Gruppe zeigte signifi-
kant reduzierte Cdk5-Spiegel verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,002) und der alleinigen
Behandlung mit Etoposid (p = 0,015). Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax
resultierte bei den 6606PDA-Zellen in einer weiteren Reduktion des Cdk5-Spiegels. Diese Re-
duktion war verglichen mit der Kontrollgruppe mit einem p-Wert von < 0,001 und verglichen

mit der alleinigen Behandlung mit Etoposid mit einem p-Wert von < 0,002 signifikant.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Panc02-Zellen keine signifikanten Verande-
rungen der Cdk5-Spiegel zwischen den Behandlungsgruppen zeigten. Bei den 6606PDA-
Zellen reduzierte die Behandlung mit Etoposid den Cdk5-Spiegel numerisch. Navitoclax und
die Kombination aus Etoposid und Navitoclax flhrten zu signifikant reduzierten Cdk5-Spiegeln
im Vergleich mit der Kontrollgruppe und der alleinigen Behandlung mit Etoposid. Die kombi-

nierte Behandlung zeigte dabei die starkste Reduktion des Cdk5-Spiegels.
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ABBILDUNG 9: CxcL2 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPosID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION MITTELS DER 2CT-METHODE.

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test

fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Wie in Abbildung 9 dargestellt, kam es weder bei den Panc02-Zellen noch bei den 6606PDA-
Zellen zu statistisch signifikanten Anderungen der Cxcl2-Spiegel zwischen den Behandlungs-
gruppen. Die Daten zeigten eine breite Streuung. Auffallig waren der tendenzielle Abfall der
Cxcl2-Spiegel unter der kombinierten Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bei den
Panc02-Zellen sowie der Anstieg der Cxc/2-Spiegel in den mit Navitoclax behandelten
6606PDA-Zellen.
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ABBILDUNG 10: MDM2 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPosID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION MITTELS DER 22T-METHODE.

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Bei den Panc02-Zellen flhrte die Behandlung mit Etoposid zu einem signifikanten Anstieg der
Mdm2-Spiegel verglichen mit der Kontrollgruppe (p < 0,001), wie in Abbildung 10 dargestellit.
Die Behandlung mit Navitoclax resultierte in einer signifikanten Abnahme der Mdm2-Spiegel
(p <0,001). Auch im Vergleich mit der mit Etoposid behandelten Gruppe war diese Reduktion
signifikant (p < 0,001). Die kombinierte Behandlung bewirkte einen Anstieg der Mdm2-Spiegel.
Verglichen mit der Kontrolle und der mit Navitoclax behandelten Gruppe war dieser Effekt sig-
nifikant (p < 0,001). Im Vergleich mit der mit Etoposid behandelten Gruppe fiihrte die Kombi-
nation zu einem zahlenmaRig geringeren Anstieg des Mdm2-Spiegels.

Die 6606PDA-Zellen zeigten ein vergleichbares Verhalten: Bei der mit Etoposid behandelten
Gruppe war der Mdm2-Spiegel signifikant erhéht im Vergleich mit der Kontrolle (p < 0,001).

Die Behandlung mit Navitoclax resultierte in einem vergleichbaren MdmZ2-Spiegel wie bei der
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Kontrolle. Verglichen mit der alleinigen Behandlung mit Etoposid war die Mdm2-Expression
unter der Behandlung mit Navitoclax mit einem p-Wert von < 0,001 signifikant reduziert. Die
kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax resultierte in einem Anstieg des Mdm2-
Spiegels. Dieser Effekt war verglichen mit der Kontrolle (p < 0,001) und im Vergleich mit der
mit Navitoclax behandelten Gruppe signifikant (p = 0,003). Verglichen mit der Etoposid-Mono-
therapie reduzierte sich der Mdm2-Spiegel unter der Kombination signifikant (p < 0,001).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl bei den Panc02- als auch bei den
6606PDA-Zellen die Behandlung mit Etoposid die Mdm2-Spiegel signifikant erhdhte. Die Be-
handlung mit Navitoclax flhrte bei beiden Zelllinien zu einer reduzierten Expression von
Mdm2, bei den Panc02-Zellen war dieser Effekt signifikant. Die kombinierte Behandlung mit
Etoposid und Navitoclax resultierte bei beiden Zelllinien verglichen mit der Kontrolle und der
alleinigen Behandlung mit Navitoclax in signifikant erhdhten Mdm2-Spiegeln. Im Vergleich mit
der mit Etoposid behandelten Gruppe waren sie jedoch reduziert. Wahrend dieser Effekt bei

den Panc02-Zellen nur numerisch sichtbar war, war er bei den 6606PDA-Zellen signifikant.
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ABBILDUNG 11: TRP53 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen

22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
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des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Wie in Abbildung 11 dargestellt fihrten weder die Einzelbehandlungen mit Etoposid und Na-
vitoclax, noch die Kombination beider zu signifikanten Veranderungen der Trp53-Spiegel der
Panc02-Zellen im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Es zeigten sich lediglich numerische
Trends: Etoposid und die kombinierte Behandlung reduzierten die Trp53-Spiegel.

In den 6606PDA-Zellen fuhrte die Behandlung mit Etoposid zu signifikant reduzierten Trp53-
Spiegeln verglichen mit der Kontrolle und der mit Navitoclax behandelten Gruppe (p = 0,008).
Wahrend die mit Navitoclax behandelte Gruppe einen vergleichbaren Trp53-Spiegel wie die
Kontrolle zeigte, reduzierte die kombinierte Behandlung den Trp53-Spiegel. Dieser Effekt war
verglichen mit der Kontrollgruppe und der mit Navitoclax behandelten Gruppe signifikant
(p < 0,001). Verglichen mit der mit Etoposid behandelten Gruppe fuhrte die Kombination zu
einer numerischen Reduktion der Trp53-Expression.

Zusammenfassend lasst sich feststellen: Wahrend die Behandlungen der Panc02-Zellen mit
Etoposid und/oder Navitoclax zu rein numerischen Unterschieden zwischen den Behandlungs-
gruppen fluhrten, zeigten die 6606PDA-Zellen signifikante Veranderungen der Trp53-Spiegel.
Etoposid reduzierte die Trp53-Spiegel signifikant, wahrend Navitoclax allein zu keiner Veran-
derung flihrte. Die Kombination beider Substanzen reduzierte den Trp53-Spiegel der
6606PDA-Zellen noch starker, als die alleinige Etoposidbehandlung. Die Tendenzen der Ver-
anderungen der Trp53-Spiegel der Panc02-Zellen folgten den signifikanten Unterschieden der
6066PDA-Zellen.
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ABBILDUNG 12: SERPINET GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 uM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Die Behandlung der Panc02-Zellen mit Etoposid flhrte zu einem leichten Anstieg des Ser-
pine1-Spiegels verglichen mit der Kontrolle, wie in Abbildung 12 dargestellt. Die Behandlung
mit Navitoclax resultierte in einem vergleichbaren Spiegel wie die Kontrollgruppe. Die kombi-
nierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax zeigte einen signifikanten Anstieg des Ser-
pine1-Spiegels verglichen mit der Kontrollgruppe (p = 0,011). Verglichen mit den Etoposid-
und Navitoclax-Behandlungen stieg der Serpine1-Spiegel durch die kombinierte Behandlung
numerisch an.

Bei den 6606PDA-Zellen flhrte die Behandlung mit Etoposid zu einer numerischen Reduktion
des Serpine1-Spiegels verglichen mit der Kontrolle. Navitoclax und die kombinierte Behand-
lung fiihrten zu numerisch héheren Serpine1-Spiegeln als die Kontrollgruppe. Zwischen der
mit der Kombination behandelten und der mit Etoposid behandelten Gruppe war der Unter-
schied des Serpine1-Spiegels signifikant (p = 0,042).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die kombinierte Behandlung mit Etoposid und
Navitoclax in beiden Zelllinien den starksten Einfluss auf die Serpine1-Spiegel hatte. Bei den
Panc02-Zellen war dieser Anstieg des Serpine1-Spiegels verglichen mit der Kontrollgruppe,
bei den 6606PDA-Zellen verglichen mit der mit Etoposid behandelten Gruppe signifikant. Die
alleinigen Behandlungen mit Etoposid und Navitoclax resultierten bei beiden Zelllinien in nu-

merischen Unterschieden der Serpine 1-Spiegel.
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4.5.7 TGF-B1
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ABBILDUNG 13: TGF-f31 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION
Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 uM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-

tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlief3lich mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time-PCR-Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Wie in Abbildung 13 dargestellt fihrte die Behandlung mit Etoposid bei den Panc02-Zellen zu
einem numerischen Anstieg der Tgf-51-Spiegel. In der mit Navitoclax behandelte Gruppe wa-
ren die Tgf-p1-Spiegel vergleichbar mit denen der Kontrolle. Die kombinierte Behandlung re-
sultierte in der starksten Reduktion der Tgf-31-Spiegel. Verglichen mit der alleinigen Behand-
lung mit Etoposid war dieser Effekt signifikant (p = 0,005).

Die Behandlung mit Etoposid fihrte bei den 6606PDA-Zellen zu einer numerischen Reduktion
der Tgf-1-Spiegel verglichen mit der Kontrolle. Navitoclax reduzierte die Spiegel signifikant
verglichen mit der Kontrolle (p = 0,001). Die starkste Reduktion des Tgf-31-Spiegel zeigte sich
bei der mit Etoposid und Navitoclax behandelten Gruppe. Diese Reduktion war im Vergleich

mit der Kontrollgruppe sowie Etoposid- und Navitoclax-Gruppe signifikant (p < 0,001).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung mit Etoposid bei beiden Zellli-
nien zu numerischen Unterschieden der Tgf-51-Spiegel flhrte. Die Behandlung mit Navitoclax
fuhrte bei den 6606PDA-Zellen zu signifikant reduzierten Tgf-31-Spiegel verglichen mit der
Kontrollgruppe. Bei beiden Zelllinien reduzierte die kombinierte Behandlung die Tgf-51-Spie-
gel am starksten. Bei den Panc02-Zellen war dieser Effekt im Vergleich mit der Etoposidbe-

handlung signifikant, bei den 6606PDA-Zellen verglichen mit allen Behandlungsgruppen.
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ABBILDUNG 14: /L6 GENEXPRESSION IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
EToPOSID, NAVITOCLAX ODER DER KOMBINATION

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden fur 48 h mit je 1 uM Etoposid, 1 uM Navitoclax oder der Kombina-
tion behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlieRlich mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Mithilfe der
Real-Time PCR Methode nach der TagMan®-Technologie konnte die mMRNA-Expression quantifiziert werden.
Die Ci-Werte des Housekeepinggens hprt wurden von den Ci-Werten der Zielgene abgezogen und in einen
22CT.Wert transformiert. Die Verteilung der Daten aus mindestens 6 Einzelversuchen wurde unter Anzeige
des Medians in Form von Boxplots dargestellt, die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Daten
an. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, *p < 0,05.

Sowohl bei den Panc02-Zellen, als auch bei den 6606PDA-Zellen flhrten die Behandlungen
mit Etoposid und/oder Navitoclax zu keinen signifikanten Unterschieden der //6-Spiegel zwi-
schen den Behandlungsgruppen, wie in Abbildung 14 dargestellt. Bei den Panc02-Zellen zeig-
ten die Daten eine breite Streuung, bei den 6606PDA-Zellen war der numerische Anstieg der

116-Spiegel unter der Behandlung mit Navitoclax auffallig.
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4.6 EINFLUSS VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE EXPRESSION AUSGEWAHLTER
PROTEINE

Um die Auswirkungen der Behandlung mit Etoposid und Navitoclax auf ausgewahlte Protein-
spiegel der Panc02- und 6606PDA-Zellen zu quantifizieren, wurden Immunoblotanalysen
durchgefuhrt. Die Proteinquantifizierung von LC3B und yH2AX, einschliellich der Normalisie-
rung auf das Haushaltsprotein p-Actin und H2AX, erfolgten wie in Kapitel 3.1.9 beschrieben.

461 LC3B

Als zentraler Bestandteil des Autophagiemechanismus dient LC3B als Marker fir die Beurtei-
lung der Autophagie-Aktivitat. LC3B ist in zwei verschiedenen Isoformen vorhanden: LC3BI
und LC3BII, die zytoplasmatische und membrangebundene Form (Schaaf et al., 2016). Wird
Autophagie induziert, nimmt der Anteil an LC3BIl zu und LC3BI ab (Chu et al., 2020) (Gong et
al., 2014).
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ABBILDUNG 15: EXPRESSION VON LC3BII IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
ETOPOSID UND/ODER NAVITOCLAX.

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden 48 h mit 1 yM Etoposid, 1 yM Navitoclax oder der Kombination
beider Substanzen behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlie3lich mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt.
Nach Gewinnung der Zelllysate und SDS-PAGE folgte der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. Die Pro-
teinmenge von LC3BII wurde mittels indirekter Immundetektion unter Einsatz des Odyssey Infrared Imaging

Systems quantifiziert. f-Actin diente hierbei als Haushaltsprotein zur Normalisierung der Proteinladung.
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A) Beispielhafte Bilder der fluoreszenzmarkierten LC3BII- bzw. 3-Actin-Proteinbanden. B) Durch p-Actin nor-
malisierter LC3BII Gehalt, bezogen auf die Kontrolle. Dargestellt sind die Daten der Einzelversuche (Panc02
n = 8, 6606PDA n = 9) in Form von Boxplots unter Anzeige des Medians. Die Whisker zeigen das Minimum
und Maximum der Einzelmesswerte. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Friedman Test und
anschlieBendem Dunn’s Test fur Mehrfachvergleiche, * p < 0,05.

Abbildung 15A zeigt reprasentative Bilder der fluoreszenzmarkierten LC3BII- und -Actin-Pro-
tein Banden in doppelter Bestimmung. Die Intensitat der LC3BII-Bande schien rein optisch in
Abhangigkeit der Behandlungen zu variieren. Sowohl bei den Panc02-Zellen als auch bei den
6606PDA-Zellen lielRen sich bei den mit Etoposid behandelten Proben eine Steigerung der
Intensitat der LC3BII-Banden wahrnehmen. Die Behandlung mit Navitoclax bewirkte keinen
optischen Unterschied. Die kombinierte Behandlung flihrte zu einer optisch abgeschwachten
Signalintensitat, sowohl fir LC3BII als auch fir pB-Actin. Diese Eindriicke konnten durch eine
anschlielende Quantifizierung der Intensitaten der Banden bestatigt werden (Abbildung 15B)
Die in Abbildung 15B dargestellten Daten zeigten eine statistisch signifikante Zunahme des
LC3BII-Gehaltes durch die Behandlung der Panc02-Zellen mit Etoposid im Vergleich mit der
Kontrolle (p = 0,003). Die Behandlung mit Navitoclax flhrte zu einer vergleichbaren Menge an
LC3BII wie die Kontrolle. Verglichen mit den mit Etoposid behandelten Zellen war die Menge
an LC3BII unter der Behandlung mit Navitoclax signifikant reduziert (p = 0,022). Die kombi-
nierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax fuhrte zu einem Anstieg der LC3BII-Spiegel.
Dieser Anstieg war verglichen mit der Kontrolle statistisch signifikant (p = 0,022). Verglichen
mit der alleinigen Etoposidbehandlung war der LC3BII-Gehalt geringer.

Die 6606PDA-Zellen zeigten ein vergleichbares Verhalten wie die Panc02-Zellen. Die Behand-
lung mit Etoposid erhéhte die LC3BII-Spiegel statistisch signifikant (p < 0,001) im Vergleich
mit der Kontrolle. Der Median lag bei 210 %. Navitoclax allein hatte keinen Einfluss auf die
LC3BII-Spiegel im Vergleich mit der Kontrolle. Verglichen mit der alleinigen Etoposidbehand-
lung war die Menge an LC3BII bei den mit Navitoclax behandelten Zellen signifikant reduziert
(p = 0,006). Die kombinierte Behandlung der 6606PDA-Zellen resultierte in einem Anstieg der
LC3BII-Spiegel im Vergleich mit der Kontrollgruppe, der jedoch weniger ausgepragt war als
unter der alleinigen Etoposid-Behandlung.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung mit Etoposid eine signifikante
Zunahme der LC3BII-Proteinspiegel bei den Panc02- und 6606PDA-Zellen bewirkte. Die Be-
handlung mit Navitoclax hatte keinen signifikanten Effekt im Vergleich zur Kontrolle. Die kom-
binierte Behandlung aus Etoposid und Navitoclax ging bei beiden Zelllinien mit erhéhten Pro-
teinspiegeln von LC3BII einher. Bei den Panc02-Zellen war dieser Effekt, bezogen auf die
Kontrolle, statistisch signifikant. Die Proteinspiegel unter der kombinierten Behandlung waren

bei beiden Zelllinien numerisch niedriger als nach alleiniger Behandlung mit Etoposid.
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4.6.2 yH2AX
yH2AX ist die phosphorylierte Form des Histonproteins H2AX. Durch Bildung von DNA-

Doppelstrangbriichen, wie in seneszenten Zellen, wird H2AX phosphoryliert und dient somit

als charakteristisches Merkmal seneszenter Zellen (Biran et al., 2017) (Kuilman et al., 2010).
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ABBILDUNG 16: EXPRESSION VON YH2AX IN PANC02- UND 6606PDA-ZELLEN NACH BEHANDLUNG MIT
ETOPOSID UND/ODER NAVITOCLAX
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Die Panc02- und 6606PDA-Zellen wurden 48 h mit 1 yM Etoposid, 1 yM Navitoclax oder der Kombination
beider Substanzen behandelt. Die Kontrollen wurden ausschlieRlich mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt.
Nach Gewinnung der Zelllysate und SDS-PAGE folgte der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. Die Pro-
teinmenge von yH2AX wurde mittels indirekter Immundetektion unter Einsatz des Odyssey Infrared Imaging
Systems quantifiziert. B-Actin diente hierbei als Haushaltsprotein zur Normalisierung der Proteinladung.
A) Beispielhafte Bilder der fluoreszenzmarkierten yH2AX- bzw. B-Actin-Proteinbanden. B) Durch H2AX nor-
malisiertes YH2AX-Gehalt, bezogen auf die Kontrolle. C) Durch B-Actin normalisiertes yH2AX Gehalt, bezo-
gen auf die Kontrolle. Dargestellt sind die Daten der Einzelversuche (Panc02 n = 6, 6606PDA n = 8) in Form
von Boxplots unter Anzeige des Medians. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum der Einzelmess-
werte. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Friedman Test und anschlieRendem Dunn’s Test
fur Mehrfachvergleiche, * p < 0,05.

Abbildung 16 zeigt reprasentative Western-Blot-Bilder fluoreszenzmarkierter yH2AX-, H2AX-
und B-Actin-Proteine in Panc02- und 6606PDA-Zellen. Die Intensitat der yH2AX-Banden
schien optisch in Abhangigkeit der Behandlungen zu variieren. Bei beiden Zelllinien nahm die
Intensitat der yH2AX-Banden durch die Behandlungen mit Etoposid und/oder Navitoclax op-
tisch zu. Insbesondere bei den Panc02-Zellen flhrte die kombinierte Behandlung zu einer
deutlich gesteigerten optischen Intensitat der yH2AX-Banden. Diese Befunde wurden durch
die quantitative Analyse der Proteinbanden bestatigt (siehe Abbildung 16B und C).

Abbildung 16B zeigt die quantitativ ermittelte und auf H2AX normalisierte Proteinmenge von
yYH2AX. Bei den Panc02-Zellen kam es zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den
Behandlungsgruppen. Die hdchsten yH2AX-Spiegel zeigten sich in der mit Etoposid und Na-
vitoclax behandelten Gruppe verglichen mit der Kontrolle.

Bei den 6606PDA-Zellen fuhrten die Behandlungen mit Etoposid oder Navitoclax zu einem
numerischen Anstieg der yH2AX-Spiegel im Vergleich mit der Kontrolle. Die Behandlung der
6606PDA-Zellen mit der Kombination aus Etoposid und Navitoclax resultierte in einem signifi-
kanten Anstieg des YH2AX-Gehaltes im Vergleich mit der Kontrolle (p = 0,02).

Abbildung 16C zeigt die quantitativ ermittelte und auf B-Actin normalisierte Proteinmenge von
yH2AX. In Panc02-Zellen erhdhten sich unter der Behandlung mit Etoposid die yYH2AX-Spiegel
um 72,6 % verglichen mit der Kontrolle. Die Behandlung mit Navitoclax fuhrte ebenfalls zu
einem numerischen Anstieg um 49 %. Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navito-
clax resultierte bei den Panc02-Zellen in einem signifikanten Anstieg des yH2AX-Spiegels um
357 % verglichen mit der Kontrolle (p = 0,021). Dieser Anstieg des yH2AX-Spiegels war auch
im Vergleich mit der alleinigen Behandlung mit Navitoclax signifikant (p = 0,021).

Bei den 6606PDA-Zellen flhrten die alleinigen Behandlungen mit Etoposid oder Navitoclax zu
einem numerischen Anstieg der yH2AX-Spiegel im Vergleich mit der Kontrolle. Die Behand-
lung der 6606PDA-Zellen mit der Kombination aus Etoposid und Navitoclax resultierte in einem

signifikanten Anstieg des yH2AX-Gehaltes im Vergleich mit der Kontrolle (p = 0,001).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl bei den Panc02-Zellen als auch bei den
6606PDA-Zellen die alleinigen Behandlungen mit Etoposid und Navitoclax zu numerischen
Erhéhungen der yYH2AX-Spiegeln flhrten, die jedoch nicht signifikant tber dem Kontrollniveau
lagen. Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bewirkte bei beiden Zelllinien
eine signifikante Zunahme der auf -Actin normalisierten YH2AX-Spiegel verglichen mit der
Kontrollgruppe. Bei den Panc02-Zellen war dieser Effekt zudem im Vergleich mit den mit Na-
vitoclax behandelten Zellen signifikant. Darlber hinaus zeigte sich in den 6606PDA-Zellen
eine signifikante Zunahme der auf H2AX normalisierten yYH2AX-Spiegel unter der kombinierten

Behandlung.
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V. DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die systematische Untersuchung der biologischen Effekte
des sequenziellen Einsatzes von Triggern der Seneszenz und der Senolyse anhand eines
Modells zweier muriner Pankreaskarzinomzelllinien. In der Diskussion werden nachfolgend die
experimentellen Ergebnisse des Einsatzes von Etoposid und Navitoclax analysiert, insbeson-
dere in Hinblick auf die Induktion von Seneszenz und die Effizienz der Senolyse. Dabei lag der
Fokus darauf, die Effekte in Panc02- und 6606PDA-Zellen zu untersuchen und mégliche zu-

grunde liegende Mechanismen sowie Zelltyp-spezifische Unterschiede zu diskutieren.

5.1 DIE ZELLVIABILITAT UNTER DER BEHANDLUNG MIT ETOPOSID UND NAVITOCLAX:
HINWEISE AUF SENESZENZ UND SENOLYSE

Ein zentrales Charakteristikum seneszenter Zellen stellt der Zellzyklusarrest dar (Huang et al.,
2022). Im Trypanblau-Ausschlusstest werden Zellen, basierend auf der Integritat ihrer Zell-
membran, in lebend und tot klassifiziert. Da seneszente Zellen in der Regel eine intakte Zell-
membran aufweisen und metabolisch aktiv bleiben, werden sie mittels Trypanblau-Aus-
schlusstest zu lebenden Zellen gezahlt und erscheinen farblos. Auf dieser Grundlage wurde
die Viabilitat der Panc02- und 6606PDA-Zellen nach einer 48 h Behandlung mit je 1 uM Eto-
posid, Navitoclax oder der Kombination beider Substanzen untersucht.

Bei den Panc02- sowie den 6606PDA-Zellen zeigte sich unter alleiniger Behandlung mit Eto-
posid eine signifikante Reduktion der Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Es wurde angenommen, dass Etoposid die Seneszenz in Pankreaskarzinomzellen induziert,
wie in mehreren Studien beschrieben wurde (Bang et al., 2019) (Teng et al., 2021). Daher
wurde ein Wachstumsstopp erwartet, der sich in einer Stabilisierung der Anzahl lebender Zel-
len aulern sollte. Die Beobachtungen deuten jedoch darauf hin, dass Etoposid nicht nur
Seneszenz induziert, sondern auch zytotoxische und/oder pro-apoptotische Effekte auf die
Zellen ausliibt, was den beobachteten zusatzlichen Verlust an Zellviabilitat hervorruft.
Loison et al. berichten, dass in Zellen ein Wechsel von Seneszenz zu Apoptose durch ver-
starkte DNA-Schadigung ausgelost werden kann, beispielsweise durch die Kombination
O-GlIcNAcylierungs-Inhibitoren mit niedrig dosierter Chemotherapie (Loison et al., 2024).
Erganzend dazu weisen Studien darauf hin, dass niedrigere Dosen Chemotherapie bevorzugt
einen seneszenten Zustand induzieren, wahrend héhere Dosen zur Apoptose flihren (Lee and
Lee, 2014) (Wang et al., 2022).

In den hier untersuchten Zelllinien kénnte die durch Etoposid verursachte DNA-Schadigung

diesen Schwellenwert Uberschritten haben, was den beobachteten Verlust der Zellviabilitat
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durch Apoptose erklart. Die in Vorversuchen als optimal ermittelte Etoposid-Konzentration von
1 uM, die eine aussagekraftige und zugleich zellschonende Wirkung zeigte, konnte Auswir-
kungen auf die Zellviabilitat gehabt haben. Darlber hinaus ist es denkbar, dass seneszente
Zellen mit geschadigter Zellmembran falschlicherweise als tot klassifiziert wurden, obwohl sie
noch metabolisch aktiv waren.

Die Monotherapie mit Navitoclax fihrte bei den Panc02-Zellen zu einem leichten Anstieg le-
bender Zellen, wahrend bei den 6606PDA-Zellen eine Reduktion derselben beobachtet wurde.
Diese Ergebnisse stimmten mit der Annahme Uberein, dass Navitoclax allein keinen konsis-
tenten oder signifikanten Effekt auf die Viabilitat der Pankreaskarzinomzellen austibt.

Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bewirkte hingegen bei beiden Zellli-
nien einen signifikanten Rickgang der Zellviabilitat. Im Vergleich zur Monotherapie mit Etopo-
sid reduzierte die Kombination die Zahl lebender Zellen numerisch weiter. Dies lasst darauf
schlieen, dass die Kombination eine verstarkte Wirkung entfaltet und steht im Einklang mit
einer moglichen senolytischen Wirkung von Navitoclax, wie sie in friheren Studien beschrie-
ben wurde (Bussian et al., 2018) (Zhu et al., 2016) (Chang et al., 2016).

Weiterhin wurde der Anteil toter Zellen an der Gesamtzellzahl analysiert. Dieser stieg bei bei-
den Zelllinien sowohl unter der Etoposid-Behandlung als auch der kombinierten Behandlung
mit Etoposid und Navitoclax signifikant an. Bemerkenswert war dabei, dass der Anteil toter
Zellen bei der kombinierten Behandlung im Vergleich zur Monotherapie mit Etoposid bei bei-
den Zelllinien signifikant starker ausgepragt war. Die beobachteten Effekte sind konsistent mit
einer moglichen senolytischen Wirkung von Navitoclax, die durch die Reaktivierung apoptoti-
scher Signalwege vermittelt wird, wie in friheren Arbeiten beschrieben (Kale et al., 2018)
(Basu, 2022). Dennoch konnten diese Effekte auch, fiir sich allein betrachtet, auf eine Senes-
zenz-unabhangige Zytotoxizitat der Substanzkombination zurtickzufiihren sein.
Zusammenfassend reduzierte Etoposid die Anzahl lebender Zellen in beiden Zelllinien signifi-
kant, was mit einem Anstieg an toten Zellen einherging. Die Hinzunahme von Navitoclax ver-
starkte diesen Effekt durch eine zusatzliche Reduktion der Zellzahl und einen signifikanten

Anstieg des Anteils toter Zellen.

5.2 SA-B-GAL-FARBUNG ZUR CHARAKTERISIERUNG VON ETOPOSID-INDUZIERTER

SENESZENZ UND NAVITOCLAX-VERMITTELTER SENOLYSE

Im nachsten Schritt wurde die Aktivitat des Enzyms SA-B-Gal analysiert, einem etablierten
Biomarker flr Seneszenz, dessen Aktivitat in seneszenten Zellen gesteigert ist (Mohamad
Kamal et al., 2020) (Crouch et al., 2022). Bereits 1995 von Dimri et al. beschrieben, gilt die

SA-B-Gal-Farbung als eine der am haufigsten verwendeten Methoden zur Charakterisierung
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des seneszenten Phanotyps (Dimri et al., 1995) (Itahana et al., 2007). Sie wird dartiber hinaus
haufig als Goldstandard-Marker fir den Nachweis seneszenter Zellen bezeichnet (Ashraf et
al., 2023). Die Zellen wurden fir 48 h mit je 1 uM Etoposid, Navitoclax oder der Kombination
beider Substanzen behandelt.

Es wurde erwartet, dass Etoposid den Anteil an SA-B-Gal*-Zellen erhoht, wahrend Navitoclax
diesen im Falle der Bestatigung seiner postulierten senolytischen Wirkung reduziert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Behandlung mit Etoposid in beiden Zelllinien zu einem sig-
nifikant erhohten Anteil an SA-B-Gal*-Zellen flhrte, was auf eine erfolgreiche Seneszenz-
induktion hinweist. Dieser Effekt war bei den Panc02-Zellen mit einem Medianwert von 94,5 %
nahezu vollstandig ausgepragt, bei den 6606PDA-Zellen fiel der Effekt hingegen deutlich
geringer aus. Die beobachteten Unterschiede lassen auf zellspezifische Variationen in der
Empfindlichkeit gegenuber der von Etoposid-induzierten Seneszenz schliel3en, die auf unter-
schiedliche biologische Eigenschaften der Zelllinien zuriickzufiihren sein kdnnten. Die Studie
von Partecke et al. zeigte, dass Panc02-Tumoren, verglichen mit 6606PDA-Tumoren, ein un-
differenziertes, aggressiveres Wachstum mit kiirzerer Uberlebenszeit der M&use aufwiesen
(Partecke et al., 2011). Diese Merkmale konnten eine unterschiedliche Sensibilitat der Pan-
kreaskarzinomzellen gegenuber Seneszenz-induzierenden Behandlungen erklaren.

Die alleinige Behandlung mit Navitoclax bewirkte keine signifikante Veranderung des Anteils
an SA-B-Gal*-Zellen bei beiden Zelllinien.

Interessanterweise flihrte die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bei den
Panc02-Zellen ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme des Anteils an SA-B-Gal*-Zellen ver-
glichen mit der Kontrolle. Der Anteil an SA-B-Gal*-Zellen war nahezu identisch den mit
Etoposid behandelten Zellen, was zunachst nahelegt, dass Navitoclax bei dieser Zelllinie kei-
nen zusatzlichen Effekt hatte. Allerdings ist die insgesamt stark reduzierte Zellzahl zu beach-
ten. Absolut betrachtet nahm sowohl die Zahl seneszenter als auch nicht-seneszenter Zellen
ab. Bei den 6606PDA-Zellen hingegen wurde der signifikante Effekt von Etoposid durch die
Zugabe von Navitoclax aufgehoben, was auf eine potenziell senolytische Wirkung von Navito-
clax in dieser Zelllinie hinweist.

Trotz dieser Effekte waren bei beiden Zelllinien auch nach der kombinierten Behandlung noch
seneszente Zellen nachweisbar, was darauf hindeutet, dass Navitoclax nicht in der Lage war,
alle seneszenten Zellen zu eliminieren. Da die Gesamtzellzahl durch die Behandlung reduziert
wurde und tote Zellen von der Zahlung ausgeschlossen wurden, kdnnte der Anteil verbleiben-
der SA-B-Gal*-Zellen Uiberreprasentiert sein. Eine genaue Quantifizierung und weiterfiihrende
Analysen sind notwendig, um die tatsachliche Dynamik der Seneszenzinduktion und der
Elimination seneszenter Zellen prazise zu bewerten.

Zudem unterstreichen die Ergebnisse eine Zelllinien-spezifische Wirkung der Kombination mit
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Etoposid und Navitoclax. Nur bei den 6606PDA-Zellen ergaben sich deutliche Hinweise auf
eine senolytische Wirkung des Bcl-2-Inhibitors. Diese Beobachtung stitzt die Hypothese einer
Zelltyp-spezifischen Auspragung der Seneszenz, wie sie auch von Hernandez-Segura et al.
beschrieben wurde (Hernandez-Segura et al., 2017).

Die nahezu vollstéandige Positivitdt der Panc02-Zellen fir SA-B-Gal in der mit Etoposid behan-
delten Gruppe deutet darauf hin, dass diese Zelllinie besonders empfindlich auf die Senes-
zenz-induzierenden Effekte von Etoposid reagiert. Im Gegensatz dazu weisen die 6606PDA-
Zellen eine grofiere Streuung auf, was auf eine grofRere Variabilitdt der Seneszenzantwort
hinweist. Die in Vorversuche getestete Konzentration von 1 yM konnte unterschiedlich inten-
sive Effekte auf die Zelllinien haben. Obwohl die Verwendung einer einheitlichen Konzentration
die Vergleichbarkeit zwischen den Zelllinien gewahrleistet, stellt sie auch eine methodische

Limitation dar, da mégliche Sensibilitatsunterschiede unbericksichtigt bleiben.

5.3 PROLIFERATIONSRATE ALS INDIKATOR DER SENESZENZINDUKTION UND SENOLYSE
DURCH ETOPOSID UND NAVITOCLAX

Daruber hinaus wurde zur detaillierten Untersuchung des Seneszenz-bedingten Wachstum-
stopps und des Zellzyklus-Arrest die Proliferation der Pankreaskarzinomzellen mithilfe des
BrdU-Einbautest analysiert. Die Zellen wurden hierfir 48 h mit je 1 yM Etoposid, Navitoclax
oder der Kombination beider Substanzen behandelt.

Ein charakteristisches Merkmal seneszenter Zellen ist deren Wachstumsstopp, der sie daran
hindert, weitere Zellteilungen durchzufiihren (Hernandez-Segura et al., 2018). Entsprechend
wurde unter der Behandlung mit Etoposid eine reduzierte Proliferationsrate im BrdU-Einbau-
test erwartet. Unter der Annahme, dass Navitoclax seneszente Zellen selektiv eliminiert, wurde
bei der Kombination beider Substanzen eine stabile oder leicht erhdhte Proliferationsrate an-
genommen.

In beiden Zelllinien zeigte sich eine signifikante Reduktion des BrdU-Einbaus unter der Be-
handlung mit Etoposid, was auf eine erfolgreiche Induktion des Zellzyklusarrests hinweist.
Interessanterweise bewirkte die alleinige Behandlung mit Navitoclax eine signifikante
Zunahme des BrdU-Einbaus. Dieser Effekt konnte darauf beruhen, dass Navitoclax bereits
seneszent gewordene Zellen eliminierte und so den Zugang zu Nahrstoffen und Raum fir die
Ubrigen Zellen erleichterte, was ihre Proliferationsaktivitat erleichterte. Unterstiitzend dazu
zeigten die Zellviabilitatszahlungen unter der Navitoclaxbehandlung eine reduzierte Zellzahl,
was diesen Zusammenhang zusatzlich bekraftigte (s. oben).

Diese Beobachtungen werfen dartiber hinaus die Frage auf, ob eine Monotherapie mit Seno-

lytika wie Navitoclax ungewollt zur Tumorprogression beitragen kénnte. Aktuelle Studien
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untersuchen den Einsatz von Senolytika vor allem in der Hautalterung und verbesserter Wund-
heilung. Beispielsweise zeigten Shvedova et al. in ihrer Studie positive Effekte der topischen
Anwendung von Navitoclax auf die Wundheilung bei Mausen (Shvedova et al., 2024). Takaya
et al. berichten zudem, dass Navitoclax Altersphdnomene menschlicher Haut verbessert, ohne
dabei Nebenwirkungen hervorzurufen (Takaya et al., 2023). Diese Befunde sind jedoch kritisch
zu betrachten vor dem Hintergrund, dass eine Monotherapie mit Navitoclax zumindest bei
Pankreaskarzinomzellen offenbar einen stimulierenden Effekt auf die Zellproliferation zu
haben scheint.

Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax flhrte bei den Panc02-Zellen zu ei-
ner signifikanten Reduktion des BrdU-Einbaus verglichen mit der alleinigen Etoposidbehand-
lung. Bei den 6606PDA-Zellen zeigte sich ein nahezu stabiler BrdU-Einbau ohne signifikante
Veranderung. Dieses Ergebnis entspricht teilweise den anfanglichen Erwartungen: Wahrend
die kombinierte Behandlung der 6606PDA-Zellen das erwartete Muster einer stabilen Prolife-
rationsrate zeigte, fihrte sie bei den Panc02-Zellen zu einer Reduktion des BrdU-Einbaus.
Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte in der durch Navitoclax-induzierten Senolyse liegen,
die die Gesamtzellzahl verringert und somit die Anzahl proliferierender Zellen reduziert, was
wiederum die gemessene Proliferationsrate beeinflussen konnte.

Eine wichtige methodische Einschrankung bei der Interpretation der Ergebnisse liegt im BrdU-
Einbautest selbst: Eine stark reduzierte Zellzahl kann die Ergebnisse verzerren, indem sie die

relative Proliferationsrate der verbleibenden Zellen Gberreprasentiert.

54 SAHF ALS MARKER SENESZENTER ZELLEN UND DEREN MODULATION
DURCH ETOPOSID UND NAVITOCLAX

Um das Verstandnis der charakteristischen Merkmale seneszenter Zellen zu vertiefen, wurde
im nachsten Schritt die Bildung Seneszenz-assoziierter Heterochromatin-Foci untersucht.
Dies sind spezifische Heterochromatinstrukturen, die mikroskopisch in seneszenten Zellen
nachgewiesen werden kdénnen (Narita et al., 2003). Zur Analyse dieser Strukturen wurden die
Zellen fur 48 h mit je 1 yM Etoposid, Navitoclax oder der Kombination beider Substanzen
behandelt und anschliefend mithilfe der DAPI-Farbung quantifiziert. Neben der Bildung von
SAHF zahlen die VergroRerung des Zellkernes und des Zellkdrpers sowie ein verbreitertes
und flachigeres Erscheinungsbild zu den typischen Merkmalen seneszenter Zellen.

Unter der Annahme, dass Etoposid Seneszenz in den Pankreaskarzinomzellen induziert,
sollten die Zellen ein verbreitertes, flachigeres Erscheinungsbild sowie eine Zunahme der
SAHF aufweisen. Navitoclax allein sollte keinen sichtbaren Einfluss auf die Pankreaskarzi-

nomzellen haben. Bei einer angenommenen senolytischen Wirkung durch die Hinzunahme
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von Navitoclax sollte die kombinierte Behandlung eine Elimination der seneszenten Zellen und
dementsprechend eine Reduktion der SAHF bewirken.

Die morphologischen Veranderungen der mit Etoposid behandelten Zellen entsprachen weit-
gehend den Erwartungen. Die Zellen beider Zelllinien zeigten eine VergroRerung der Zellkerne
und ein breiteres, helleres Erscheinungsmuster, vergleichbar mit den Befunden der SA-p-Gal-
Farbung. Dieser Befund deutet einmal mehr auf eine Seneszenz-Induktion durch Etoposid hin.
In der Auswertung der DAPI-Farbung zeigten jedoch nur die 6606PDA-Zellen die erwartete
signifikante Zunahme an SAHF. Bei den Panc02-Zellen hingegen waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen erkennbar. Diese Ergebnisse deuten einer-
seits darauf hin, dass bei den 6606PDA-Zellen eine Seneszenzinduktion erfolgreich war, an-
dererseits unterstreichen sie die bereits erwahnten Zelltyp-spezifischen Unterschiede der Se-
neszenzauspragung unterschiedlicher Zellen. Kosar et al. berichteten in ihrer Studie tber die
eingeschrankte Auspragung von SAHF bei Genotoxin-induzierter Seneszenz, wie sie sich
auch hier darstellt (Kosar et al., 2011).

Zellen, die mit Navitoclax behandelt wurden, zeigten weder im Erscheinungsbild noch in der
Anzahl der SAHF Unterschiede zu der Kontrollgruppe; die Zellkerne wirkten ebenfalls klein
und rund. Dies steht im Einklang mit der Hypothese, dass Navitoclax allein keine direkte Wir-
kung auf die Bildung von SAHF und damit auf die Seneszenzinduktion hat.

Die mit der Kombination beider Substanzen behandelten Zellen ahnelten im Erscheinungsbild
den mit Etoposid behandelten Zellen, traten jedoch in deutlich geringerer Anzahl auf. Zudem
waren deutlich mehr Zellfragmente sichtbar, was auf apoptotische Vorgange im Rahmen einer
Senolyse der kombinierten Behandlung hinweisen kdnnte. Die Anzahl an SAHF unterstitzte
diese Aussage zumindest bei den 6606PDA-Zellen: Hier zeigte sich eine signifikante Reduk-
tion der SAHF im Vergleich mit der Kontrollgruppe, was auf eine mogliche selektive Elimination
seneszenter Zellen durch Navitoclax hindeutet. Bei den Panc02-Zellen hingegen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der SAHF.

Die Diskrepanz der Befunde bei den beiden Zelllinien wirft Fragen auf. In der Literatur wird
diskutiert, inwieweit SAHF ein charakteristisches Merkmal seneszenter Zellen darstellen und
wie eng sie in kausalem Zusammenhang zum Eintreten der Seneszenz stehen (Kumari and
Jat, 2021) (Paluvai et al., 2020) (Kosar et al., 2011).

Darlber hinaus bleiben methodische Limitierungen zu diskutieren, wie die moglicherweise
durch die reduzierte Zellzahl erschwerte Zahlung oder die potenziell eingeschrankte Genauig-
keit durch die Analyse am Computerbildschirm. Trotz dieser methodischen Uberlegungen ist
anzumerken, dass die Zelllinien unter identischen Bedingungen behandelt wurden, sodass die
Unterschiede eher auf Zelltyp-spezifische Eigenschaften und nicht auf technische

Variabilitaten zurtickzuflihren sind. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit weiterer
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Untersuchungen, um die Rolle von SAHF in der Seneszenz sowie Zelltyp-spezifische Unter-

schiede besser zu verstehen und die zugrunde liegenden Mechanismen zu charakterisieren.

5.5 WIRKUNG VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE EXPRESSION
SENESZENZASSOZIIERTER GENE

Die Analyse der Genexpression in den Zelllinien Panc02 und 6606PDA mittels Real-Time PCR
sollte Einblicke in die molekularen Wirkmechanismen von Etoposid und Navitoclax bei der In-
duktion von Seneszenz bzw. Senolyse liefern. Seneszente Zellen zeichnen sich durch charak-
teristische Veranderungen ihres Genexpressionsprofils aus. Daher liefert die Analyse der
MRNA-Expression ausgewahlter Seneszenz-assoziierter Gene wichtige Hinweise auf die zu-
grunde liegenden Mechanismen der Seneszenz. Der Fokus lag auf Genen, die Modulatoren
oder Marker fur den Zellzyklusarrest darstellen, wie Cdknia, Trp53 und Mdm2 (Lopez-
Dominguez et al., 2021) (Vousden and Prives, 2009) (Huang et al., 2022) (Shi and Gu, 2012)
sowie auf wesentlichen Komponenten des SASP, darunter CXCL2, IL6, TGF-B1 und Serpine1
(Acosta et al., 2013) (Islam et al., 2023) (Rovira et al., 2022). Cdk5 wurde aufgrund seiner
potenziellen Rolle in Tumorzellprozessen und Signalregulation untersucht (Shupp et al., 2017).
Erwartet wurde, dass unter der Behandlung mit Etoposid die Expression der Marker des Zell-
zyklusarrests, Cdkn1a, Trp53 und Mdm2, ansteigt. Die durch Etoposid induzierten DNA-
Schaden aktivieren p53-vermittelte Signalwege. Als Folge wird Cdkn1a hochreguliert, wodurch
der Zellzyklus blockiert und eine Seneszenzantwort ausgeldst wird (Di Micco et al., 2021).

Tatsachlich zeigte sich bei den Panc02- und 6606PDA-Zellen eine numerische Erhdhung der
Cdkn1a-Spiegel im Vergleich zur Kontrolle. Das fir p21 codierende Gen Cdkn1a fungiert als
Regulator der Zellzyklusprogression in der G1-Phase und gilt als etablierter Biomarker der
Seneszenz (Huang et al., 2022). Dieser Anstieg, auch wenn er statistisch nicht signifikant war,
deutet auf eine erfolgreiche Seneszenzinduktion durch Etoposid hin. Entgegen den Erwartun-
gen reduzierte die Behandlung mit Etoposid die Trp53-Spiegel in den 6606PDA-Zellen signifi-
kant, wahrend bei den Panc02-Zellen kein Unterschied zur Kontrolle beobachtet wurde. Ahn-
liche Beobachtungen wurden von Ge et al. und He et al. beschrieben, die einen Riickgang der
Trp53-Spiegel in bestimmten Zellen nach dem Eintritt in die Seneszenz dokumentierten
(Ge et al., 2021) (He et al., 2020). Auch in der aktuellen Studie von Govender et al. wurde
nach induzierter Seneszenz kein Unterschied in den Trp53-Spiegeln festgestellt (Govender et
al., 2024). Beck et al. berichten zudem, dass in spaten Stadien der Seneszenz sogar ein Rick-
gang der Trp53-Spiegel beobachtet werden kann (Beck et al., 2020). Obwohl die Inkubations-
zeit von 48 h in Vorversuchen als optimal identifiziert wurde, kdnnte sie eine Limitation

darstellen und nicht ausreichen, um spate Seneszenzprozesse vollstandig abzubilden.
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Die MdmZ2-Spiegel waren bei beiden Zelllinien unter der Behandlung mit Etoposid signifikant
erhoht, was auf die Ruckkopplungsschleife zwischen P53 und MDM2 hindeutet. Das Gen
MDM2 ist ein negativer Regulator von P53 (Shi and Gu, 2012) und wird laut Lin et al. in Tu-
moren haufig Uberexprimiert (Lin et al., 2024).

Die Behandlung mit Navitoclax fuhrte bei den Panc02- und 6606PDA-Zellen zu keinen signifi-
kanten Veranderungen der Cdkn1a- und Trp53-Spiegel. Hingegen reduzierte Navitoclax die
Mdm2-Spiegel bei den Panc02-Zellen signifikant, was wiederum auf die negative Rickkopp-
lungsschleife zwischen P53 und MDM2 zurtickzufuhren sein kénnte. Unterstitzend beschrei-
ben Wang et al. eine Modulation und Reduktion der Expression von MDM2 durch ein stabili-
siertes P53 (Wang, 2023). Bei den 6606PDA-Zellen war dieser Effekt nicht erkennbar. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass Panc02- und 6606PDA-Zellen unterschiedliche Sensibilitaten
gegenuber Navitoclax aufweisen. Zhu et al. beschreiben unterstitzend ebenfalls eine Zelltyp-
spezifische senolytische Wirkung von Navitoclax (Zhu et al., 2016).

Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bewirkte bei beiden Zelllinien eine
numerische Reduktion der Cdkn1a- und Mdm2-Spiegel verglichen mit der alleinigen Etoposid-
behandlung, wobei die Reduktion der Mdm2-Spiegel bei den 6606PDA-Zellen signifikant war.
Die Hinzunahme von Navitoclax schien den Effekt von Etoposid abgeschwacht zu haben, was
auf eine potenzielle Senolyse hindeutet. Die Trp53-Spiegel waren ebenfalls numerisch redu-
ziert, bei den 6606PDA-Zellen war die Reduktion, verglichen mit der Kontrolle, signifikant.

Die Gene Cxcl2, 116, Serpine1 und Tgf-$31 reprasentieren wichtige SASP-Faktoren und dienen
als Indikatoren fur die sekretorischen Eigenschaften seneszenter Zellen (Dong et al., 2024).
Die analysierten SASP-Faktoren zeigten unter der Behandlung mit Etoposid keine signifikante
Veranderung verglichen mit der Kontrolle. Bei den Panc02-Zellen wurden lediglich numerische
Anstiege der Spiegel beobachtet. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen von Birch
und Gil, die den SASP als ein heterogenes und dynamisches Phanomen beschreiben, dessen
Zusammensetzung sowohl vom Zelltyp als auch von der Art der auslésenden Faktoren beein-
flusst wird (Birch and Gil, 2020). Die aktuelle Studie von Kumar et al. zeigt ergdnzend, dass
selbst zwei Substanzen, die dasselbe Enzym Topoisomerase || hemmen — Etoposid und
Doxorubicin — zu signifikanten Unterschieden in ihren SASP-Profilen fiihren kdnnen (Kumar et
al., 2024). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass das Fehlen einer Hochregulation einzelner
SASP-Faktoren nicht zwingend als Ausschlusskriterium fir eine erfolgreich induzierte Senes-
zenz gewertet werden kann. Vielmehr ist eine ganzheitliche Betrachtung des SASP erforder-
lich, um Ruckschliisse auf die Seneszenz zu ziehen.

Die /l6-Spiegel zeigten in keiner Gruppe eine signifikante Veranderung im Vergleich zur
Kontrolle. Allerdings war die Expression des Gens in den verwendeten Zellen generell niedrig.

Der teilweise tber 30 liegende CT-Wert von //6 deutet darauf hin, dass die mMRNA-Expression
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nahe der Nachweisgrenze lag, was die Zuverlassigkeit der Quantifizierung beeintrachtigen
konnte.

Die Behandlung mit Navitoclax bewirkte Zelllinien-spezifische Unterschiede in der Genexpres-
sion der SASP-Faktoren. Insbesondere fuhrte Navitoclax bei den 6606PDA-Zellen zu einer
signifikanten Reduktion der Tgf-31-Spiegel. Dieser Befund kénnte auf eine mogliche senolyti-
sche Wirkung von Navitoclax hindeuten, da TGF-31 eine zentrale Rolle im SASP einnimmt
und die sekretorischen Eigenschaften seneszenter Zellen maf3geblich beeinflusst (Acosta et
al., 2013).

Unter der Annahme, dass Navitoclax als Senolytikum seneszente Zellen selektiv eliminiert,
wurden fur die SASP-Faktoren unter der kombinierten Behandlung reduzierte Spiegel erwar-
tet. Tatsachlich flihrte die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax bei beiden
Zelllinien zu einer signifikanten Abnahme der Tgf-$31-Spiegel im Vergleich zur alleinigen Eto-
posidbehandlung. Bei den 6606PDA-Zellen war dieser Effekt zudem im Vergleich zur Kontrolle
signifikant. Diese Befunde stiitzen die Hypothese einer mdglichen senolytischen Wirkung
durch Hinzunahme von Navitoclax. Bei den Panc02-Zellen reduzierten sich die Cxcl2-Spiegel
numerisch. Die Studie von Takikawa et al. berichtete, dass die Cxc/2-Spiegel in pankreati-
schen Sternzellen nach induzierter Seneszenz deutlich erhdht waren (Takikawa et al., 2022).
Die beobachtete Reduktion der Cxcl/2-Spiegel bei den Panc02-Zellen konnte als ein weiterer
Hinweis auf die senolytische Aktivitat von Navitoclax interpretiert werden.

Interessanterweise zeigte die kombinierte Behandlung in den Panc02-Zellen einen signifikan-
ten Anstieg der Serpine1-Spiegel entgegen der Annahme, dass SASP-Faktoren generell re-
duziert werden. Das Serpine1-Gen codiert den Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), der
als Mediator der Seneszenz gilt. Wang et al. und Zhang et al. beschreiben einen Anstieg von
Serpine1 als Marker der Seneszenzinduktion (Wang et al., 2023) (Zhang et al., 2024). Der
beobachtete Anstieg der Serpine1-Spiegel unter der Kombinationstherapie kénnte der Hypo-
these einer Senolyse durch Navitoclax widersprechen. Vielmehr deutet er darauf hin, dass die
Kombinationstherapie in den Zelllinien unterschiedliche und moglicherweise gegensatzliche
Mechanismen aktiviert. Andererseits sind die Funktionen von Serpine1 in
Pankreaskarzinomzellen bisher wenig erforscht, und es bleibt unklar, ob dieses Gen in dem
konkreten Kontext als verlasslicher Seneszenzmarker betrachtet werden kann.

Darlber hinaus wurden die Cdk5-Spiegel analysiert. Bei den Panc02-Zellen fiihrte die Be-
handlung mit Etoposid zu einem numerischen Anstieg der Cdk5-Spiegel. Laut Mao und Hinds
ist CDK5 an den morphologischen Veranderungen seneszenter Zellen beteiligt (Mao and
Hinds, 2010), weshalb diese Erhéhung als weiterer Hinweis auf eine erfolgreiche Senes-
zenzinduktion gelten kann. Allerdings zeigten die Panc02-Zellen keine signifikanten Unter-

schiede der Cdk5-Spiegel zwischen den Behandlungsgruppen.

79



DISKUSSION

Die Behandlung mit Navitoclax reduzierte die Cdk5-Spiegel bei den 6606PDA-Zellen signifi-
kant. Cdk5 wird in Kras-mutierten Pankreaskarzinomen, wie den 6606PDA-Zellen, Uiberexpri-
miert und durch die Spaltung des Proteins p35 zu p25 aktiviert, wonach es die Migration und
Invasion von Tumorzellen férdert (Nikhil and Shah, 2023) (Eggers et al., 2011). Diese Aktivie-
rung ist zudem essenziell fir die morphologischen Veranderungen seneszenter Zellen (Mao
and Hinds, 2010). Die beobachtete Reduktion der Cdk5-Spiegel passt daher zu einer senoly-
tischen Wirkung von Navitoclax, insbesondere vor dem Hintergrund, dass die kombinierte Be-
handlung die Cdk5-Spiegel der 6606PDA-Zellen zusatzlich numerisch reduzierte.

Zusammengefasst ergab die Analyse der Genexpression somit mehrfache Hinweise, dass
Etoposid in beiden Zelllinien Seneszenz induzierte. Navitoclax zeigte Zelltyp-spezifische seno-

lytische Effekte, die durch die Kombinationstherapie verstarkt hervortraten.

5.6  EFFEKTE VON ETOPOSID UND NAVITOCLAX AUF DIE PROTEINE LC3B UND YH2AX

LC3BII ist die membrangebundene Form von LC3B und dient als etablierter Marker fiir die
Autophagieaktivitat (Chu et al., 2020). Autophagie ist ein essenzieller zellularer Mechanismus
zur Aufrechterhaltung der zellularen Homdéostase durch Abbau und Recycling beschadigter
oder fehlgefalteter Proteine sowie defekter Organellen (Talukdar et al., 2021). Wird Autophagie
induziert, nimmt der Anteil an LC3BIl zu und LC3BI ab (Chu et al., 2020) (Gong et al., 2014).
Obwohl Autophagie in seneszenten Zellen verstarkt auftritt, bleiben die genauen Funktionen
in der Regulation der Seneszenz weiterhin Bestandteil aktueller Forschung (Kwon et al., 2017).
In beiden untersuchten Zelllinien flhrte die Behandlung mit Etoposid zu einem statistisch sig-
nifikanten Anstieg der LC3BII-Spiegel im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Befund deutet darauf
hin, dass Etoposid durch die Induktion von DNA-Schaden eine erhéhte Autophagieaktivitat
bewirkt. Interessanterweise wurde LC3 in der Literatur nicht nur im Zytoplasma, sondern auch
im Zellkern lokalisiert, wo es im basalen Zustand mit Lamin B1 interagiert (Cassidy and Narita,
2022). Die Studie von Dou et al. zeigte zudem, dass diese Interaktion unter zellularem Stress
den Abbau von Lamin B1 einleitet und so die Seneszenz férdert (Dou et al., 2015). Der durch
Etoposid-induzierte Anstieg der Autophagieaktivitat konnte somit auch als Hinweis auf indu-
Zierte Seneszenz gewertet werden.

Die Frage, ob die erhéhten LC3BII-Spiegel tatsachlich mit der Induktion von Seneszenz kor-
relieren, bleibt jedoch offen. Wahrend Bernard et al. in ihrer Studie zeigten, dass Autophagie
in Fibroblasten die Seneszenz fordert (Bernard et al., 2020) und Baisantry et al. diese Be-
obachtung durch Hinweise auf proseneszente Veranderungen durch Autophagie stiitzten
(Baisantry et al., 2016), beschrieben Livingston et al. im Gegensatz dazu, dass erhéhte Auto-

phagie mit einer Suppression von Seneszenzmarkern assoziiert ist (Livingston et al., 2023).
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Diese widersprtichlichen Ergebnisse unterstreichen die Komplexitat der Beziehung zwischen
Autophagie und Seneszenz.

Navitoclax hatte keinen signifikanten Effekt auf die LC3BII-Spiegel im Vergleich mit der Kon-
troligruppe. Die Beobachtung steht im Einklang mit der Funktion von Navitoclax als BCL-2-
Inhibitor und Senolytikum, das primar die Elimination seneszenter Zellen bewirkt, ohne direkt
die Autophagie zu modulieren.

Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax fuhrte bei beiden Zelllinien zu einem
Anstieg der LC3BII-Spiegel im Vergleich zur Kontrolle, jedoch in geringerem Ausmal} als unter
der alleinigen Etoposidbehandlung. Eine mdgliche Interpretation dieser Beobachtung ist, dass
Navitoclax durch die Senolyse die Zellpopulation reduziert, wodurch die Anzahl potenziell Au-
tophagie-aktiver Zellen abnimmt.

Die phosphorylierte Form der Histon-Variante H2AX, auch bekannt als yH2AX, wird haufig als
aulerst sensibler und spezifischer Marker fir DNA-Doppelstrangbriiche verwendet (Basei et
al., 2024). Studien zeigen, dass die Phosphorylierung von H2AX erforderlich ist, um den Zell-
zyklusarrest einzuleiten (Fragkos et al., 2009). Darlber hinaus werden erhéhte yYH2AX-Spiegel
als charakteristisches Merkmal fir die Induktion von Seneszenz betrachtet (Biran et al., 2017)
(Kuilman et al., 2010).

Unter der Etoposidbehandlung zeigten beide Zelllinien eine numerische Zunahme der auf
B-Actin normalisierten yYH2AX-Proteinspiegel. Dies stitzt die Hypothese, dass Etoposid durch
DNA-Schaden die Induktion von Seneszenz fordert. Govender et al. berichten erganzend von
einer verstarkte Bildung von yH2AX-Foci nach induzierter Seneszenz (Govender et al., 2024).
Chin et al. beschreiben die Phosphorylierung von H2AX zudem als molekularen Marker der
Seneszenz (Chin et al., 2023).

Neben der Seneszenz kdnnte die Erhdhung von yH2AX jedoch auch auf andere DNA-
Schadensantworten, insbesondere die Apoptose, hinweisen. Liu et al. zeigen, dass eine Re-
duktion von H2AX die Aktivierung proapoptotischer Signalwege begunstigt (Liu et al., 2019).
Zudem beschreiben Kuno et al., dass die Phosphorylierung von H2AX an Ser139 die Aktivie-
rung von NRF2 vermittelt, was tUber erhdhte ROS apoptotische Signalwege stimuliert (Kuno et
al., 2023). Auch Qiu et al. berichten in ihrer aktuellen Studie von einer Korrelation zwischen
H2AX-Phosphorylierung und Apoptose (Qiu et al., 2024). Der unter Etoposid beobachtete An-
stieg konnte sowohl Seneszenz- als auch Apoptose-assoziierte Mechanismen widerspiegeln.
Die Behandlung mit Navitoclax bewirkte bei beiden Zelllinien leichte numerische Anstiege der
yH2AX-Spiegel verglichen mit der Kontrollgruppe. Dieser Befund steht im Einklang mit der
bekannten Wirkweise von Navitoclax, das durch seine hohe Affinitdt zu anti-apoptotischen
BCL-2-Proteinen als BCL-2-Inhibitor agiert, jedoch keinen primaren DNA-Schaden induziert
(Mohamad Anuar et al., 2020).
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Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax fuhrte bei beiden Ziellinien zu einer
signifikanten Erhéhung der auf -Actin normalisierten yH2AX-Spiegel verglichen mit der Kon-
trolle. Bei den 6606PDA-Zellen war dieser Anstieg zudem bei den auf H2AX normalisierten
Spiegeln signifikant. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Kombination entweder
verstarkt Seneszenz- oder Apoptose-assoziierte Prozesse aktiviert. Eine Aktivierung apopto-
tischer Mechanismen wirde die Hypothese einer Wirkung von Navitoclax als Senolytikum
unterstiitzen, das seneszente Zellen durch die Induktion von Apoptose eliminiert (Zhu et al.,
2016). Navitoclax bindet an die BH3-Domanen von BCL-2, BCL-XL sowie BCL-W und
verdrangt die pro-apoptotischen Effektoren BAK und BAX. Dadurch werden pro-apoptotische
Signalwege reaktiviert (Kale et al., 2018) (Basu, 2022). Die Kombination kénnte somit gezielt

Zellen eliminieren, die durch Etoposid-induzierte DNA-Schaden entstanden sind.
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5.7 INTEGRATIVE BETRACHTUNG DER ZELLSPEZIFISCHEN REAKTIONEN UND AUSBLICK

Gy G
. @ . @
G t Gy J
Zellzyklusarrest Zellzyklusarrest
Zellviabilitat Zellviabilitat
Proliferationsmessung Proliferationsmessung
Morphologie: cdknla Morphologie: cdknla
vergréBerte Zellen, Zellkerne mdm2 Zellschrott mdm2
SAHF trp53 SAHF trp53
cdks cdk5
/ lysosomale Aktivitét lysosomale Aktivitat
e \ — sabGa ) —  SAdGal'
Panc02 Etoposid: o° Navitoclax:

DNA-Doppelstrangbriiche

6606 —— ﬁ
PDA sa“euenliﬂy Senolyse? /

yH2AX DNA-Doppelstrangbriiche
yH2AX
Au‘fggggie Autophagie
SASP Lese SASP
SERPINE1 SERPINE1
tgf31 tgf31
iI6 il6
cxcl2 cxcl2
Panc02-Zellen 6606PDA-Zellen
Kombi Kombi
Eto Nav (zu Eto) Eto Nav (zu Eto)
Zelltodrate 1 = 1 1 = 1
Lebende Zellen ! = 1l (n.s.) - = 1l (n.s.)
SA-B-Gal*-Zellen 1 = = 1 = 1 (n.s.)
Proliferation l = l l = 1 (n.s.)
Anzahl SAHF = = = 1 = !
Cdkn1a 1 (n.s.) = 1 (n.s.) 1 (n.s.) = 1l (n.s.)
Cdkb5 = = = = l ‘L
Cxcl2 = = 1l (n.s.) = = =
Mdm?2 1 l | (n.s.) 1 = 1 (n.s.)
Trp53 = = = l = 1 (n.s.)
Serpine1 = = = = = 1
Tgf-p1 = = l = I l
116 = = = = = =
LC3BIlI 1 = 1l (n.s.) 1 = 1l (n.s.)

83



DISKUSSION

yH2AX/H2AX = 1 (n.s.) 1 (n.s.)

yH2AX/B-Actin = 1 (n.s.) 1 (n.s.)

1 Erhéhung des Parameters

| Abnahme des Parameters

= kein Unterschied

n.s. Unterschied ohne Signifikanz

ABBILDUNG 17: INTEGRATIVE BETRACHTUNG
Die Abbildung veranschaulicht die Effekte der Behandlungen mit Etoposid (Eto), Navitoclax (Nav) und ihrer

Kombination (Kombi) auf verschiedene zellulare Parameter in Panc02- und 6606PDA-Zellen.

Der obere Teil der Abbildung stellt schematisch die untersuchten Parameter hinsichtlich einer durch Etoposid
induzierten Seneszenz und durch Navitoclax induzierten Senolyse dar. Der untere Teil der Abbildung fasst
die tatsachlich beobachteten Effekte der Behandlungen mit Etotoposid, Navitoclax und ihrer Kombination auf
zellulare und molekulare Parameter in Panc02- und 6606PDA-Zellen zusammen. Die Ergebnisse werden
hinsichtlich ihrer Veranderungen dargestellt: Ein ,t* kennzeichnet eine Erh6éhung, ein ,|“ eine Abnahme, ein
.= keine Veranderung und ,n.s.“ markiert die Unterschiede ohne Signifikanz. Die Ergebnisse der Behand-
lungen mit Etoposid und Navitoclax beziehen sich jeweils auf die Kontrollgruppe, wahrend die kombinierte
Behandlung aus Griinden der Ubersichtlichkeit mit der mit Etoposid behandelten Gruppe verglichen wurde.

Erstellt mit Biorender.com. Eigene Darstellung.

In der Gesamtschau zeigen die Ergebnisse, dass die Behandlung mit Etoposid als Topoiso-
merase-lI-Inhibitor einen seneszenten Zustand in beiden murinen Pankreaskarzinomzelllinien
induziert (Abbildung 17). Die im Abschnitt ,Zielstellung der Arbeit* formulierte Arbeitshypo-
these wurde somit bestatigt. Die Seneszenz ging mit den in Abbildung 17 dargestellten cha-
rakteristischen zellularen und molekularen Veranderungen einher, wie einem stabilen Zellzyk-
lusarrest, verstarkter Autophagie und DNA-Schaden. Die nahezu vollstandige SA-B-Gal-
Positivitat der Panc02-Zellen und die signifikante, wenn auch geringere, Zunahme in 6606DA-
Zellen bestatigten die erfolgreiche Seneszenzinduktion. Morphologische Veranderungen wie
vergroRerte Zellkerne und die Bildung von SAHF, insbesondere in 6606PDA-Zellen, unter-
mauern diese Schlussfolgerung. Die Ergebnisse stimmen mit aktuellen Studien Uberein, die
Etoposid als effektiven Seneszenzinduktor beschreiben und nutzen (Kumar et al., 2024)
(Huang et al., 2024). Der signifikante Verlust an Zellviabilitat unter Etoposid weist jedoch da-
rauf hin, dass zytotoxische und apoptotische Mechanismen ebenfalls eine Rolle spielen.

Die Effekte von Navitoclax auf die Seneszenz und Senolyse waren weniger konsistent. Sie
reichten von einer Verstarkung der Effekte von Etoposid bis hin zu einer Reduktion spezifischer
Seneszenzmarker. Die kombinierte Behandlung mit Etoposid und Navitoclax fuhrte in beiden
Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt und einer erhdhten Anzahl toter
Zellen, wobei dieser Effekt bei den 6606PDA-Zellen besonders ausgepragt war. Die Reduktion
des Anteils SA-B-Gal*-Zellen sowie die Abnahme der SAHF bei den 6606PDA-Zellen deuten
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auf eine senolytische Wirkung von Navitoclax hin. Ergédnzend dazu zeigten beide Zelllinien im
Vergleich der Kombinations- mit der alleinigen Etoposid-Behandlung reduzierte Cdkn1a-,
Mdm2- und Tgf-$1-Spiegel, wahrend in den 6606PDA-Zellen zusatzlich die Cdk5- und p53-
Spiegel abnahmen. Bemerkenswert ist, dass Navitoclax in der Monotherapie tendenziell die
Zellproliferation erhdéhte, wahrend ein wachstumshemmender Effekt nur unter der kombinier-
ten Behandlung mit Etoposid sichtbar wurde. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Navitoclax
seine volle senolytische Wirkung erst nach erfolgreicher Induktion von Seneszenz entfalten
kann. Insgesamt unterstitzen die Befunde die eingangs formulierter Arbeitshypothese, dass
Navitoclax selektiv seneszente Zellen durch Reaktivierung apoptotischer Signalwege eliminie-
ren kann. Dies steht im Einklang mit der bekannten Wirkweise des Bcl-2-Inhibitors. Gleichzeitig
zeigen die Befunde jedoch Zelllinien-spezifische Unterschiede, da der senolytische Effekt in
den 6606PDA-Zellen starker ausgepragt war. Somit wird die dritte These aus dem Abschnitt
LZielstellung Dieser Arbeit“ zur Reproduzierbarkeit der Effekte in beiden Zelllinien nur teilweise
bestatigt. Die Ergebnisse verdeutlichen die heterogene, dynamische Natur der Seneszenz und
des SASP, wie sie auch in der aktuellen Studie von Dong et al. beschrieben wird (Dong et al.,
2024). Unter diesem Aspekt muss die vierte These kritisch betrachtet werden: Zwar bieten die
ausgewahlten Seneszenzmarker in dieser Arbeit eine valide Grundlage zur Bewertung der
Seneszenz, jedoch bleibt fraglich, ob sie aufgrund der heterogenen Auspragung der Senes-
zenz universelle Aussagen zulassen. Dennoch liefert diese Arbeit wichtige Hinweise zur wei-
teren Erforschung dieses Themas, besonders im Blick auf die untersuchten Pankreaskarzi-
nomzellen.

Ob Navitoclax das optimale Senolytikum darstellt, bleibt offen. Wahrend es in der vorliegenden
Arbeit wichtige Hinweise auf senolytische Aktivitaten lieferte, ist anzumerken, dass Navitoclax
in alleiniger Anwendung die Zellproliferation der Panc02-Zellen erhdhte, was ein potenzielles
Risiko fur die Tumorprogression darstellen kénnte. Die aktuelle Weiterentwicklung neuer
Senolytika eréffnet jedoch vielversprechende Perspektiven. Innovative Ansatze nutzen spezi-
fische Eigenschaften seneszenter Zellen, etwa fir die Entwicklung SA-B-Galaktosidase-
aktivierter Prodrugs oder Nanopartikel (Chaib et al., 2022). Erganzend dazu kénnten OMICs-
Technologien wie Genomik, Proteomik und Metabolomik, tiefere Einblicke in die molekularen
Mechanismen seneszenter Zellen liefern und so die Entwicklung gezielter Senolytika voran-
treiben (Song et al. 2022). Darlber hinaus kénnte der Beitrag Kl-gestutzter Substanzscree-
nings zur Identifizierung selektiver Senolytika erheblich sein (Lelarge et al., 2024).

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen die potenzielle Funktionalitadt der Kombination von
Seneszenztriggern und Senolytika. Diese Kombination stellt insgesamt eine theoretisch viel-
versprechende, zukunftsweisende therapeutische Strategie zur Behandlung des Pankreaskar-
zinoms dar, die durch Fortschritte in der medizinischen Forschung definitiv optimiert werden
kénnte und musste.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Das Pankreaskarzinom (PDAC) z&hlt mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 11 % zu den td-
lichsten onkologischen Erkrankungen. Die Hauptursachen dafiir liegen in der spaten Diagno-
sestellung, den begrenzten therapeutischen Optionen und einem unzureichenden Verstandnis
der biologischen Mechanismen.

Ein vielversprechender Therapieansatz, der bereits erfolgreich an anderen Tumorzellen ge-
testet wurde, kombiniert die gezielte Induktion zellularer Seneszenz mit der anschlieRenden
Elimination seneszenter Zellen durch Senolytika. Seneszenz ist ein zellularer Zustand, der
durch irreversiblen Zellzyklusarrest sowie charakteristische Veranderungen des Sekretoms,
den sogenannten Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP) charakterisiert ist.
Ziel dieser Arbeit war es, diesen Therapieansatz an PDAC-Zellen zu untersuchen. Im Fokus
standen dabei die Fahigkeit von Etoposid, einem Topoisomerase-ll-Inhibitor, Seneszenz in
zwei murinen Pankreaskarzinomzelllinien (Panc02 und 6606PDA) zu induzieren, sowie die
Wirksamkeit des Bcl-2-Inhibitors Navitoclax, diese seneszenten Zellen selektiv zu eliminieren
(Senolyse).

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen erhielten Einzel- oder Kombinationsbehandlungen mit Eto-
posid und Navitoclax. Zur Analyse der Effekte dienten Parameter, die Seneszenzmarker re-
prasentieren oder von seneszenten Zellen modulierte Prozesse abbilden. Die Zellviabilitat
wurde mittels Trypan-Blau-Farbung und die Proliferation mittels Bromdesoxyuridin-Einbautest
untersucht. Seneszente Zellen lieRen sich durch Seneszenzassoziierte-p-Galaktosidase (SA-
B-Gal)-Farbung und Analyse von Seneszenz-assoziierten Heterochromatin-Foci (SAHF) iden-
tifizieren. Die Genexpression von Cdkn1a, Cdk5, Cxcl2, 116, Mdm2, Trp53 und Serpine1 wurde
auf mRNA-Ebene analysiert. Erganzend wurden mittels Immunoblotting Proteine wie LC3B
und yYH2AX analysiert, um DNA-Schaden und autophagische Prozesse zu erfassen. Die Kom-
bination dieser Methoden erlaubte Riickschlisse auf die Seneszenzinduktion und die senoly-
tischen Effekte.

Die Behandlung mit Etoposid reduzierte in beiden Zelllinien die Zellzahl, erhéhte den Anteil
toter Zellen und senkte die Proliferationsrate. Panc02-Zellen waren fast vollstandig SA-p-Gal-
positiv, wahrend 6606PDA-Zellen schwacher, aber signifikant positiv reagierten. Die Anzahl
von SAHF stieg in 6606PDA-Zellen. Dartber hinaus erhéhten sich die Cdkn1a- und yH2AX-
Spiegel numerisch sowie die Mdm2- und LC3B-Spiegel signifikant in beiden Zelllinien. Die
Panc02-Zellen zeigten erhdhte Cdk5-, Serpine1- und Tgf-31-Spiegel, wahrend in 6606PDA-
Zellen die Trp53- und Tgf-$1-Spiegel signifikant reduziert waren. Die Cxcl2- und //6-Spiegel

blieben unverandert.
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Die Monotherapie mit Navitoclax zeigte begrenzte Effekte. Die Zellzahl blieb weitgehend un-
verandert, die Proliferationsrate nahm in den Panc02-Zellen leicht zu. SA-B-Gal-, SAHF-
Farbungen sowie die Cdkn1a-, Cxcl2-, Trp53-, Serpine1-, l16-, LC3B- und yH2AX-Spiegel wie-
sen keine signifikanten Unterschiede auf. Navitoclax reduzierte die MdmZ2-Spiegel signifikant
in Panc02-Zellen sowie die Cdk5- und Tgf-31-Spiegel in 6606PDA-Zellen.

Die Kombinationstherapie mit Etoposid und Navitoclax verstarkte den Verlust der Zellviabilitat
und erhdhte die Anzahl toter Zellen im Vergleich zur Etoposid-Monotherapie. Wahrend die
Proliferationsrate in den 6606PDA-Zellen stabil blieb, nahm sie in den Panc02-Zellen nume-
risch ab. In den 6606PDA-Zellen reduzierte sich der Anteil SA-B-Gal*-Zellen numerisch, die
Zahl der SAHF signifikant. Durch Hinzunahme von Navitoclax sanken die Cdkn1a- und LC3B-
Spiegel numerisch und die Tgf-51-Spiegel signifikant in beiden Zelllinien, wahrend die Ser-
pine1-Spiegel signifikant anstiegen und die //6-Spiegel unverandert blieben. Panc02-Zellen
zeigten numerische Abnahmen der Cxc/2-, Trp53- und Mdm2-Spiegel, wahrend in den
6606PDA-Zellen die Cdk5- und Mdm2-Spiegel signifikant sanken und die Trp53-Spiegel ver-
glichen mit der Kontrolle signifikant reduziert waren. Die yH2AX-Spiegel waren im Vergleich
zur Kontrollgruppe in beiden Zelllinien signifikant erhoht.

Die Ergebnisse zeigen, dass Etoposid als Topoisomerase-II-Inhibitor in beiden Pankreaskar-
zinomzelllinien erfolgreich Seneszenz induzierte. Dies wurde durch typische Merkmale, wie
Zellzyklusarrest, hohe SA-p-Gal-Positivitat, vermehrte SAHF-Bildung in 6606PDA-Zellen, ver-
starkte Autophagie und DNA-Schaden bestatigt. Numerisch erhdhte Cdkn1a- und signifikant
erhohte Mdm2-Spiegel unterstitzen diese Schlussfolgerung. Navitoclax zeigte in der Mono-
therapie begrenzte Effekte und fuhrte in Panc02-Zellen teilweise zu einer erhdhten Prolifera-
tion. In der Kombination mit Etoposid wirkte Navitoclax teilweise senolytisch, reduzierte die
Zellviabilitat signifikant und erhdhte den Anteil toter Zellen. In den 6606PDA-Zellen nahm der
Anteil SA-B-Gal*-Zellen sowie die Anzahl der SAHF ab. Beide Zelllinien wiesen reduzierte
Cdkn1a-, Mdm2- und Tgf-$31-Spiegel auf, wahrend in den 6606PDA-Zellen zusatzlich eine Re-
duktion der Cdk5- und Trp53-Spiegel beobachtet wurde.

Insgesamt verdeutlichen diese Ergebnisse Zelltyp-spezifische Unterschiede in der Auspra-
gung und Dynamik des seneszenten Phanotyps, insbesondere des SASP, und in der Reaktion
auf Senolytika. Sie er6ffnen spannende Perspektiven fur die Onkologie, betonen jedoch zu-
gleich die Notwendigkeit, Senolytika weiter zu erforschen, um ihr Potenzial vollstandig zu ver-

stehen und zu nutzen.
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Das Pankreaskarzinom bleibt auch 2025 eine Erkrankung mit schlechter Prognose und
einem Mangel an effektiven, zielgerichteten Therapiemdglichkeiten.

Etoposid induziert eine zellulare Seneszenz in Pankreaskarzinomzellen.

Die Panc02- und 6606PDA-Zellen zeigen spezifische und voneinander abweichende
Seneszenzauspragungen.

Die Behandlung mit Etoposid fuhrt zu einem Proliferationsstopp und einer Zellzahl-
reduktion der Pankreaskarzinomzellen, was auf apoptotische und zytotoxische Mecha-
nismen hinweist.

Die SA-B-Gal-Positivitat gilt als Biomarker seneszenter Zellen, die Auspragung variiert
jedoch zwischen Panc02- und 6606PDA-Zellen.

SAHF stellen kein universelles Merkmal seneszenter Zellen dar.

Die Behandlung mit Navitoclax zeigt Hinweise auf senolytische Aktivitaten in Panc02-
und 6606PDA-Zellen.

Navitoclax ist nicht in der Lage, seneszente Panc02- und 6606PDA-Zellen vollstandig
gezielt zu eliminieren.

Die senolytische Wirksamkeit von Navitoclax ist in den 6606PDA-Zellen starker aus-
gepragt als in den Panc02-Zellen.

Der SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) ist ein komplexer, hetero-
gener Phanotyp seneszenter Zellen, der sich in Panc02- und 6606PDA-Zellen unter-
schiedlich auspragt.

Navitoclax wirkt senolytisch durch die Reaktivierung apoptotischer Signalwege.

Die untersuchten Seneszenz-assoziierten Gene und Proteine eignen sich nur in Kom-
bination als Marker seneszenter Zellen, da ihre Aussagekraft einzeln nicht ausreicht.
Es besteht dringender Bedarf an spezifischen und universell anwendbaren Seneszenz-
markern, falls diese existieren.

Der kombinierte Einsatz von Seneszenztriggern und Senolytika zur Therapie des Pan-
kreaskarzinoms sollte in weiterfihrenden Arbeiten vertieft werden.

Der Einsatz von Senolytika zu kosmetischen oder alterspraventiven Zwecken sollte mit
Vorsicht betrachtet werden, da potentielle Nebenwirkungen und Langzeitrisiken noch

nicht ausreichend untersucht sind.
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IX. ANHANG

9.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

B-Gal
yYH2AX
Abb.

ALK

AP

APS
Aqua dest
ATM

BCL
Bcl-2
BRCA1/2
BrdU
CAF

CCL
CD4/CD8
CDKN
cDNA
CO;

CP

Cre

CT

B-Galaktosidase

Gamma-H2AX, phosphorylierte Form des Histons H2AX
Abbildung

anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase

alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Aqua destillata

Serin-Proteinkinase Ataxia Telangiectasia Mutated
B-Zell-Lymphom

B-cell lymphoma 2

breast cancer 1/2

5-Brom-2-desoxyuridin

Krebsassoziierte Fibroblasten, engl Cancer Associated Fibroblasts
Zytokin der CC-Chemokine Familie, engl. CC-chemokine ligand
Cluster of Differentiation 4/8

cyclin-dependent kinase inhibitor

Komplementare DNA

Kohlenstoffdioxid

Chronische Pankreatitis

cyclization recombination

Computertomographie

101



ANHANG

Ct-Wert engl. cycle threshhold-Wert

CTLA 4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4

Cw Erythrozytenantigen Cw

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DDR DNA-Schadensantwort, engl. DNA Damage Response
DEPC Diethylcarbonat

DMF N-N-dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ERBB Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptoren

ERCP Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie
ERK extracellular-signal regulated kinase

et al. et alii

Eto Etoposid

FGFR fibroblast growth factor receptor

FKS Fetales Kalberserum

FOLFIRINOX Chemotherapeutikumskombination aus Leucovirin, 5- Fluoruracil, Irinotecan

und Oxaliplatin

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor, engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor

h Stunde, Stunden

H2AX Histon H2AX
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H.0
HPRT

HSP90

IGFBP

IL

kDA

Kombi

KRAS

LC3B

MDB
MDSC

MET

MHC

min

MMPs

MRCP

mRNA

MRT

Nav

nf

nm

NRG

NTRK

Wasser

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Hitzeschockprotein 90, engl. heat-shock-proteine
engl. insulin-like growth factor-binding protein
Interleukin

Kilodalton

Kombination

Kirsten rat sarcoma

Liter

Mikrotubuli-assoziierte Proteine Leichtkette 3B

Membrane-Desalting-Buffer

Myeloide Suppressorzelle, engl. Myeloid-derived suppressor cell
mesenchymal epithelial transition factor
Haupthistokompatibilitdtskomplex, engl. Major Histocompatibility Complex
Minute, Minuten

Matrix-Metalloproteinasen

Magnetresonanzcholangiopankreatikographie

messenger RNA

Magnetresonanztomographie

Navitoclax

nukleasefrei

Nanometer
Neuroregulin

neurotrophic tyrosine kinase receptor
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oD
OXPHOS
P/S
PAI
PALP2
PanIN
PBS
PCR
PD-L1
PDAC
PDGF
pH
PI3K
PSz
PVDF
gPCR
RAF
RET
RNA
ROS
ROS
Rpm

RT

optische Dichte

Oxidative Phosphorylierung
Penicillin/Streptomycin
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Partner And Localizer of BRCA2
pankreatische intraepitheliale Neoplasie
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

engl. Programmed cell death ligand-1
duktales Adenokarzinom des Pankreas
engl. platelet-derived growth factor
Negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Phosphoinosit-3-Kinase

pankreatische Sternzellen
Polyvenylidenfluorid

Echtzeit-PCR

rat fibrosarcoma

Protoonkogen

ribonuleic acid

reactive oxygen species

c-ros oncogene

Umdrehungen pro Minute, engl. rounds per minute

Raumtemperatur
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SA-B-Gal Seneszenz-assoziierte 3-Galaktosidase

SAHF Seneszenz-assoziierten Heterochromatin Foci

SCAP Senescent Cell Anti-Apoptotic Pathways

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid- Gelelektrophorese
sek Sekunde, Sekunden

SEM Standardabweichung des Mittelwerts

SERPIN Serin-Protease-Inhibitor

T2DM Typ 2 Diabetes Mellitus

Tab. Tabelle

TAM Tumor-assoziierte Makrophagen, engl. Tumor-Associated Macrophages
Taq thermus aquaticus

TBE TRIS-Borat-EDTA

TBS engl. tris buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tgf-p1 transforming growth factor-beta

TMB Tetramethylethylendiamin

TME Tumormikroumgebung, engl. Tumor Micro Environment
TP53 tumor protein 53

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween-20 Polysorbat 20

u. a. unter anderem

uv Ultravioletter Frequenzbereich

Y Volt

VEGF Faktor fur die Angiogenese, engl. Vascular Endothelial Growth Factor
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WHO Weltgesundheitsorganisation, engl. World Health Organization
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktosid

Ml Mikroliter

MM Mikrometer
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9.2 HERSTELLERVERZEICHNIS

TABELLE 19: HERSTELLERVERZEICHNIS

Hersteller

Abcam

Agilent Technologies, Inc
Analytik Jena GmbH & Co. KG
Andreas Hettich GmbH

Anthos Labtec instruments GmbH
Applied Biosystems

Bio & Sell GmbH

Bio-Rad Laboratories Inc.

Bio-Techne GmbH

Biozym Scientific GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Zeiss AG

Cell Signaling Technology
Corporation for Digital Scholarship
Dako GmbH

Eppendorf AG

Eurogentec

Ferak

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH

GraphPad Software Inc.

Greiner Bio One International GmbH

Paul Hartmann AG

Firmensitz

Cambridge, Vereinigtes Kdnigreich

Santa Clara, Kalifornien, USA

Jena, Thiringen, Deutschland

Tuttlingen, Baden-Wirttemberg, Deutschland
Salzburg, Salzburg, Osterreich

Waltham, Massachusetts, USA

Feucht, Bayern, Deutschland

Hercules, Kalifornien, USA

Wiesbaden, Hessen, Deutschland

Hessisch Oldendorf, Niedersachsen, Deutsch-

land

Karlsruhe, Baden-Wdrttemberg, Deutschland
Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Deutschland
Danvers, Massachusetts, USA

Vienna, Virginia, USA

Jena, Thiringen, Deutschland

Hamburg, Hamburg, Deutschland

Searing, Wallonien, Belgien

Berlin, Berlin, Deutschland

Burgwedel, Niedersachsen, Deutschland
Kalifornien, USA

Kremsmiinster, Oberdsterreich, Osterreich

Heidenheim, Baden-Wirttemberg, Deutschland
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Heidolph Instruments

Hycultec GmbH

IKA-Werke GmbH & Co. KG

Implen Inc.

Intas Science Imaging Instruments GmbH
J. T. Baker

Julabo GmbH

Kern & Sohn GmbH

Kéttermann GmbH

La Roche AG

LI-COR Biosciences

Liebherr

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
MEDITE GmbH

Merck KgaA

Mettler-Toledo Inc.

Microsoft

New England Biolabs

Pan-Biotech

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

R&D Systems
RCI Lab Scan
Robert Bosch GmbH

Rockland

Schwabach, Bayern, Deutschland
Beutelsbach, Bayern, Deutschland

Staufen im Breisgau, Baden-Wiirttemberg,
Deutschland

Westlake Village, Kalifornien, USA
Géttingen, Niedersachsen, Deutschland
Center Valley, Pennsylvania, USA
Seelbach, Baden-Wiirttemberg, Deutschland
Balingen, Baden-Wirttemberg, Deutschland
Uetze, Niedersachsen, Deutschland
Basel, Schweiz

Lincoln, Nebraska, USA

Bulle, Freiburg, Deutschland

Diren, Nordrhein-Westfalen, Deutschland
Burgdorf, Niedersachsen, Deutschland
Darmstadt, Hessen, Deutschland
Columbus, Ohio, USA

Redmond, Washington, USA

Frankfurt am Main, Hessen, Deutschland
Aidenbach, Bayern, Deutschland

Lauda-Kénigshofen, Baden-Wiirttemberg,

Deutschland
Minneapolis, Minnesota, USA

Bangkok, Bangkok, Thailand

Gerlingen, Baden-Wirttemberg, Deutschland

Limerick, Pennsylvania, USA
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Sanyo Denki GmbH
Science Suite Inc.
Scotsman Ice Systems
Sigma-Aldrich

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Thermo Fischer Scientific Inc.

Walter-CMP GmbH & Co. KG

Eschborn, Hessen, Deutschland

Toronto, Ontario, Kanada

Vernon Hills, lllinois, USA

St. Louis, Missouri, USA

Renningen, Baden-Wirttemberg, Deutschland
Waltham, Massachusetts, USA

Kiel, Schleswig-Holstein, Deutschland
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9.6 EIDESSTAATLICHE VERSICHERUNG

Ich, Camilla Veronica Umstatter, versichere eidesstattlich durch eigenhandige Unterschrift,
dass ich die Arbeit selbststandig und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe. Alle Stellen, die wortlich oder sinngemaf aus Veroéffentlichungen enthnommen
sind, habe ich als solche kenntlich gemacht.

Die Arbeit ist noch nicht verdffentlicht und ist in gleicher oder ahnlicher Weise noch nicht als
Studienleistung zur Anerkennung oder Bewertung vorgelegt worden. Ich weil3, dass bei Ab-

gabe einer falschen Versicherung die Prufung als nicht bestanden zu gelten hat.

Rostock,

Camilla Veronica Umstatter
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