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Vorbemerkung

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Veroffentlichung
Oncogene. 2013 Oct;32(40):4825-35. doi: 10.1038/o0nc.2012.493. Epub 2012 Oct 29.

»Inhibition of the Nrf2 transcription factor by the alkaloid trigonelline renders pancreatic
cancer cells more susceptible to apoptosis through decreased proteasomal gene

expression and proteasome activity”

Arlt A, Sebens S, Krebs S, Geismann C, Grossmann M, Kruse ML, Schreiber S,
Schafer H.

Abstract

Evidence accumulates that the transcription factor nuclear factor-E2 related factor-2
(Nrf2) has an essential role in cancer development and chemoresistance, thus pointing
to its potential as anti-cancer target and undermining its suitability in chemoprevention.
Through the induction of cytoprotective and proteasomal genes, Nrf2 confers
apoptosis protection in tumor cells, and inhibiting Nrf2 would be therefore an efficient
strategy in anti-cancer therapy. In the present study, pancreatic carcinoma cell lines
(Panc1, Colo357, MiaPaca2) and H6c7 pancreatic duct cells were analysed for the
Nrf2 inhibitory effect of the coffee alkaloid trigonelline as well as for its impact on Nrf2
dependent proteasome activity and resistance to TRAIL and anti-cancer drug induced
apoptosis. Chemoresistant Panc1 and Colo357 cells exhibit high constitutive Nrf2
activity, whereas chemosensitive MiaPaca2 and H6c¢c7 cells display little basal but
strong tBHQ-inducible Nrf2 activity and drug resistance. Trigonelline efficiently
decreased basal and tBHQ induced Nrf2 activity in all cell lines, an effect relying on a
reduced nuclear accumulation of the Nrf2 protein. Along with Nrf2 inhibition,
trigonelline blocked the Nrf2 dependent expression of proteasomal genes (e.g.
s5a/psmd4, a5/psmab) and reduced proteasome activity in all cell lines tested. These
blocking effects were absent after treatment with Nrf2 siRNA, a condition at which
proteasomal gene expression and proteasome activity already decreased, whereas
siRNA against the related transcription factor Nrf1 did not affect proteasome activity
and the inhibitory effect of trigonelline. Depending on both Nrf2 and proteasomal gene
expression, the sensitivity of all cell lines to anti-cancer drug and TRAIL induced

apoptosis was enhanced by trigonelline. Moreover, greater anti-tumor responses
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towards anti-cancer drug treatment were observed in tumor bearing mice when
receiving trigonelline. In conclusion, representing an efficient Nrf2 inhibitor capable of
blocking Nrf2 dependent proteasome activity and thereby apoptosis protection in

pancreatic cancer cells, trigonelline might be beneficial in improving anti-cancer
therapy.



1. Einleitung
1.1. PDAC

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) gehdrt mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 8% in Deutschland (Krebs in Deutschland 2009/2010) und 6% in
den USA (Siegel et al 2012) zu den haufigsten malignombedingten Todesursachen
der westlichen Welt. Dieser Umstand ist vor allem darauf zurlckzuflhren, dass durch
das rasche und infiltrierende Wachstum der Tumorzellen sich die Mehrzahl der
Patienten bei Diagnosestellung bereits im metastasierten Stadium befindet. AuRerdem
nimmt die Erkrankung haufig einen fulminanten klinischen Verlauf und es existiert bis
dato noch keine therapeutische Malinahme, diese Tumorentitat adaquat behandeln zu
konnen (Nieto et al 2008). Fur nur 15-20% der Patienten besteht die Option einer
chirurgischen Resektion des Tumors, wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser
behandelten Gruppe lediglich circa 20% betragt (Li et al 2004). Diesen Umstanden
Rechnung tragend, sind die Anstrengungen grof3, die molekularen Mechanismen
besser zu verstehen, durch welche die hohe Malignitat des PDAC und dessen
ausgepragte Therapieresistenz bedingt sind.

90% der Pankreaskarzinome entwickeln sich aus den Gangepithelzellen im exokrinen
Teil des Organs. Die Entstehung des invasiven Pankreaskarzinoms folgt einem
Tumorprogressionsmodell, das drei verschiedene Neoplasievorstufen unterscheidet.
Diese sogenannten pankreatischen intraepithelialen Neoplasien, kurz PanIN, werden
in die Schweregrade | bis Il eingeteilt. Das Modell fihrt die Veranderung der Zellen
auf die Summe genetischer und epigenetischer Modifikationen, besonders der von
Onkogenen, zurlck, deren Haufigkeit im Laufe der Erkrankung zunimmt. Diese
Umwandlungen tragen schlussendlich zur Entwicklung des Pankreaskarzinoms bei
und bedingen aufRerdem dessen biologisches Verhalten. Als Mutationen, die man in
entarteten Zellen oft findet, gehdren jene im INK4a-, p53- oder SMAD4-Gen. Die am
haufigsten (~ 90%) und auch schon in frGhen Stadien des Tumorprogressionsmodell
auftretende genetische Veranderung in Zellen des Pankreasadenokarzinoms, stellt
aber die Mutation im Codon 12 oder 13 des K-RAS Gens dar. (Cowan and Maitra
2014, Maitra and Hruban 2008). Des Weiteren wurde die konstitutive Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-«B, NFAT und Nrf2 in einer Mehrzahl der
Pankreaskarzinome nachgewiesen (Arlt et al 2001, Arlt et al 2003, Arlt et al 2012,

Hruban et al 2008, Lister et al 2011), die unter anderem die ausgepragte



Therapieresistenz dieser Tumore bedingen (Arlt et al 2001, Arlt et al 2003, Arlt et al
2012, Arlt et al 2013, Schneider et al 2005).

Wie bereits ausgefuhrt, stellt das duktale Pankreasadenokarzinom einen wenig
erfolgreich therapierbaren Tumor dar (Herreros-Villanueva et al 2012), und in der
uberwiegenden Zahl der Falle sind gegenwartig die Therapieansatze lediglich
palliativer Natur und bedienen sich konventioneller Chemo- und oder Radiotherapie
(Vincent et al 2011). Seit seiner Einfuhrung 1996, hat sich hierbei das
Nukleosidanalogon Gemcitabin auf Grund eines geringen Vorteils hinsichtlich des
medianen Uberlebens und seines giinstigeren Nebenwirkungsprofils zunehmend als
Standardtherapeutikum durchgesetzt. Aber eine signifikante Verbesserung der
infausten Prognose konnte auch dieses Zytostatikum weder als Monotherapeutikum
noch im Rahmen von Kombinationsansatzen bewirken (Nieto et al 2008, Schneider et
al 2005). So hat zum Beispiel die heute als Firstline-Therapie eingesetzte Kombination
mit Erlotinib allenfalls einen minimalen Vorteil gegenuber einer Monotherapie mit
Gemzitabin (Vulfovich and Rocha-Lima 2008). Neueste klinische Studien zeigten, dass
FOLFIRINOX, eine aggressive Kombinationstherapie aus verschiedenen
Chemotherapeutika (Folinsaure, Fluorouracil, Irinotecan und Oxaliplatin), die
Lebenserwartung im Vergleich zur Monotherapie mit Gemzitabin um circa vier Monate
erhbhen kann (Conroy et al 2011). Wegen des ebenfalls erhdhten
Nebenwirkungsprofils und der starken Toxizitat besteht allerdings weiterhin die grole
Notwendigkeit, wirksamere  Therapeutika insbesondere zur Behandlung
metastasierter Karzinome zu etablieren (Shi et al 2012,Conroy et al 2011), v.a. im
Sinne deutlich verbesserter palliativer oder sogar kurativer Behandlungsoptionen beim
duktalen Adenokarzinom des Pankreas (Saif 2008, Saif and Chabot 2011).

Ein Ansatz hierfir kann die Aufklarung von Resistenzmechanismen gegenuber
Apoptose-induzierenden Stimuli sein. Besonders die Analyse der
molekulargenetischen und tumorbiologischen Eigenschaften von Pankreas-
karzinomzellen sind hierbei interessante Ansatzpunkte fir die Entwicklung neuer
Therapiestrategien. Eine molekulare Determinante, die diesbezlglich in den
Blickpunkt geraten ist und die eine aussichtsreiche Zielstruktur solcher Strategien sein

konnte, stellt der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor E2-related factor 2 (Nrf2) dar.

1.2. Nrf2

Dem Transkriptionsfaktor Nrf2, wird vor allem eine wichtige Funktion in Bezug auf den

Schutz der Zelle vor oxidativem und xenobiotischem Stress beigemessen (Kang et al.



2005, Osburn & Kenseler 2008). Nrf2 ist wie viele andere Transkriptionsfaktoren ein
Leucine Zipper Protein und gehért zu der Cap’n Collar Proteinfamilie. Unter
physiologische Bedingungen liegt Nrf2 gebunden an ein Homodimer seines
Regulatorproteins Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) im Zytosol vor (Itoh et
al 1999). Keap1 rekrutiert dabei Nrf2 an den Rbx1/Cullin3 E3-Ligasekomplex und fuhrt
hierdurch zur K43-Polyubiquitinierung von Nrf2 und nachfolgend zu dessen
Degradation durch das 26S-Proteasom (Arlt et al 2012, Nguyen et al 2009). Hierdurch
wird unter homeostatischen Bedingungen die Menge an Nrf2 Protein niedrig gehalten.
Die Aktivierung von Nrf2 kann durch oxidativen oder elektrophilen Stress
verursachende Stimuli ausgeldst werden. Dabei kommt es durch Oxidation oder
Phosphorylierung zur Abnahme der Bindungsaffinitdt der Nrf2-Keap1-Cystein-
Verbindung, was nach dem Hinge-Latch Modell zur Unterbindung der Nrf2
Polyubiquitinierung fuhrt, wobei Nrf2 jedoch an das Keap1 Dimer gebunden bleibt und
somit dessen Absattigung bedingt. De novo synthetisiertes Nrf2 wird nunmehr nicht
durch Keap1 komplexiert sondern kann in den Zellkern translozieren (ltoh et al 1999,
Tian et al 2012). Dort fihrt Nrf2 dann als Transkriptionsfaktor zur Aktivierung von
spezifischen Zielgenen, die durch ein anti-oxidative-response-element (ARE) im
Promotor charakterisiert sind. Hierbei bedarf es der Wechselwirkung von Nrf2 mit
anderen Kofaktoren, wie den small Maf Proteinen, sowie auch der Kooperation mit

anderen Leu-ZIP Proteinen wie c-Jun.

Die Zielgene von Nrf2 umfassen Enzyme, die den oxidativen und metabolischen
Stressbedingungen entgegenwirken. Klassischerweise gehdren dazu Phasell-
Enzyme wie Glutathione-S-transferase oder NAD(P)H-quinone-oxidoreduktase-1
(hNQO-1) (Arlt et al 2012, Nguyen et al 2009), oder aber ABC Transporterproteine
(MRP3, MRP4, or MRP5) (Duong et al 2014). AuRerdem kann Nrf2 durch Expression
proteasomaler Gene Einfluss auf die Proteasomaktivitat nehmen. Als potentielle Nrf2-
Zielgene identifiziert wurden bisher aufgrund der Anwesenheit einer oder mehrerer
AREs in ihrem Promotor zum Beispiel die Zielgene alpha5 und S5a (Arlt et al 2007,
Kwak et al 2003b, Kwak and Kensler 2006, Sebens et al 2011).

1.2.1. Rolle von Nrf2 in der Tumorentstehung

Lange Zeit wurde fir Nrf2 ein Tumor inhibierendes Potential postuliert, was v.a. dessen
protektiver Wirkung gegenuber Karzinogenen zugeschrieben wurde (Hayes and
McMahon 2009, Osburn and Kensler 2008). Auf Grundlage praklinischer Befunde



wurden Uber viele Jahre Chemopraventionsstrategien unter Verwendung Nrf2-
induzierender Substanzen (z.B. Oltipraz, CDDO, Sulforaphan) formuliert, deren
klinische Wirksamkeit in Bezug auf eine Tumorpravention jedoch noch nicht
zweifelsfrei belegt ist bzw. mehr und mehr sogar in Zweifel gezogen wird. Der
Hauptgrund hierflr ist in der Tatsache begriindet, dass fur Nrf2 inzwischen auch eine
protumorigene Wirkung nachgewiesen worden ist. Dies wird nicht zuletzt durch die
Erkenntnis untermauert, dass eine Vielzahl maligner Tumoren wie zum Beispiel das
Kolon-, Schilddrisen-, Endometrium-, Lungen-, Ovarial-, Mamma- sowie auch das
Pankreaskarzinom eine erhdhte und deregulierte Nrf2 Aktivitat aufweisen (Akhdar et
al 2009, Arlt et al 2009, DeNicola et al 2011, Hong et al 2010, Jiang et al 2010, Kim et
al 2008, Kim et al 2011, Konstantinopoulos et al 2011, Lister et al 2011, Singh et al
2006, Solis et al 2010). Ursache fur eine amplifizierte und deregulierte Nrf2-Aktivierung
sind zum einen vielfaltige loss-of-function-Mutationen (Nioi and Nguyen 2007) des
Keap1 Gens sowie epigenetische Veranderungen wie Keap1-Promotor-
Hypermethylierungen (Wang et al 2008a) oder die Expression Keap1 spezifischer
microRNAs (Eades et al 2011). Zum anderen kdnnen auch gain-of-function-
Mutationen des Transkriptionsfaktors selbst flr eine Nrf2 Amplifikation verantwortlich
sein (Hu et al 2012, Kim et al 2010b).

Neben diesen genetischen und epigenetischen Anderungen, kann eine erhéhte Nr2-
Aktivitat ebenso durch zellulare Adaptation an metabolischen Stress hervorgerufen
werden. So fuhrt beispielsweise eine Defizienz des Enzyms Fumarat Hydratase-1 zur
Succinylierung von Cysteinresten im Keap1 Protein (Adam et al 2011, Kinch et al 2011)
mit der Folge, dass Nrf2 nicht mehr gentigend gehemmt wird und demnach in erhdhter
Konzentration im Zellkern vorliegt. Des Weiteren kann es im Zusammenhang mit der
Einwirkung von oxidativem Stress Uber einen langeren Zeitraum, wie es beispielsweise
bei chronischen Entziindungsprozessen der Fall ist, zu einer verstarkten Prasenz von
Nrf2 im Zellkern und entsprechend dessen persistierender Aktivitat kommen. Dieser
Prozess wird wahrend chronischer Entziindungsprozesse wie Pankreatitis und Kolitis
beobachtet (Kim et al 2010a, Sebens et al 2011, Singh et al 2010b).
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Abbildung 1: Die zwei Seiten von Nrf2 in der Tumorgenese

Unter homdostatischen Bedingungen liegt Nrf2 in inaktivem Zustand vor, indem es an seinen Inhibitor
Keap1 gebunden ist (siehe Abschnitt 1.2). Unter Einfluss von oxidativem Stress, wird es aus dieser
Inaktivierung befreit und schutzt u.a. vor DNA-Schadigung. Unter persistierendem oxidativen Stress
kann die andauernde Aktivierung von Nrf2 jedoch auch Zellantworten auslésen, welche die

Tumorentstehung férdern. (Aus Geismann et al. 2014)

Diese Erkenntnisse untermauern die Sichtweise, dass Nrf2 ein neben der Eigenschaft
des Zellschutzes ein ausgepragtes tumorigenes Potenzial besitzt (Lau et al 2008,
Reuter et al 2010), dessen Manifestation von verschiedenen bislang noch nicht
vollstandig geklarten Bedingungen abhangig ist. Offensichtlich verhalt es sich aber so,
dass in gesunden Zellen, die eine stark kontrollierte Nrf2-Aktivitat aufweisen, der
Einfluss des Transkriptionsfaktors eher einen praventiven Effekt auf die
Tumorentstehung hat. Im Gegensatz dazu wirkt die dysregulierte Nrf2-Aktivitat in
durch Entziindung gestressten oder gar atypisch veranderten Zellen kanzerogen (Lau
et al 2008, Wang et al 2008b). Unter der Malkgabe eines besseren Verstandnisses der
genauen Modalitaten der protumorigenen Wirkung, ist Nrf2 als kiinftiges Angriffsziel in
der Antitumortherapie, speziell bei der des PDAC, von grof3em Interesse (Singh et al
2010a, Taguchi et al 2011).



1.2.2. Nrf2 abhangige Resistenzmechanismen

Durch die Induktion von Phase-ll-Enzymen und ABC Transportern (MRP-3, -4, -5),
welche die Tumorzellen effektiv vor Chemotherapeutika schitzen, fihrt Nrf2 direkt zur
Resistenz von Tumorzellen gegenuber Zytostatika, aber auch zu einem Schutz vor
Strahlentherapie. Dieser Sachverhalt konnte in verschiedenen Tumorentinitaten (Shim
et al 2009, Zhang 2010) einschliel3lich des PDAC beobachtet werden (DeNicola et al
2011, Hong et al 2010, Jiang et al 2010, Lister et al 2011). Dartber hinaus resultiert
aus der gesteigerten Nrf2-Aktivitat in Tumorzellen eine verstarkte Expression
zytoprotektiver Gene, welche zusatzlich einen grundlegenden Apoptoseschutz
vermitteln (Arlt et al 2009, Sebens et al 2011, Singh et al 2010b). Aufgrund dieser
Mechanismen ist Nrf2 eine wichtige Determinante der Resistenz von Tumorzellen
gegenuber Chemo- und Radiotherapie (Akhdar et al 2009, Jiang et al 2010, Singh et
al 2010a).

Des Weiteren kann Nrf2 auf die Angiogenese in Tumorzellen Einfluss nehmen. Eine
kirzlich veroffentlichte Studie beschreibt die Rolle von Nrf2 im Zusammenhang mit
HIF-1alpha/VEGF Signalwegen und unterstreicht hierbei die Fahigkeit von Nrf2 in
vielerlei Hinsicht auf Tumorwachstum und —Uberleben einzuwirken (Kim et al 2011).
Ferner beeinflusst Nrf2 die Befahigung von Zellen zur Autophagie bzw. fihrt zum
Uberleben defizienter Tumorzellen. Neuere Befunde belegen dariiber hinaus, dass
Nrf2 auch an der metabolischen Reprogrammierung von Tumorzellen wesentlich
beteiligt ist (Mitsuishi et al. 2012).

Von grolRer Bedeutung ist gleichfalls die Rolle von Nrf2 als Modulator des Ubiquitin-
Proteasom-Systems (UPS) als wesentlichem Regulativ essentieller Zellprozesse wie

Proliferation und Apoptose.

1.2.3. Nrf2 abhangige Kontrolle der Proteasomaktivitat

Die Proteasomaktivitat spielt eine entscheidende Rolle flir die zellulare Homdostase
und das physiologische Zellwachstum. Wichtige Signalwege bedienen sich des
turnovers regulatorischer Proteine indem diese nach K48-Polyubiquitinierung an das
aus 40-50 unterschiedlichen Proteinen zusammengesetzte 26S-Proteasom (26S-Pr)
adressiert werden. Vor der proteolytischen Degradation des Zielproteins in der 20S
Untereinheit (core particle, CP) kommt es in der 19S Untereinheit (regulatory particle,
RP) des 26S-Proteasoms zunachst zur Deubiquitinierung. Dies dient zum einen der

Integration weiterer UPS assoziierter Signalwege zum anderen aber auch dem



schnellen Recycling von monomerem Ubiquitin. Eine inadaquate Ausstattung mit 26S-
Proteasomaktivitat fuhrt entsprechend sowohl zu einem verminderten turnover
regulatorischer Proteine, verbunden mit Zellzyklusarrest oder Apoptose, als auch zur
Depletion von Ubiquitin was z.B. Autophagie zur Folge haben kann. Modifikationen
dieses 26S-Pr-Aktivitatsniveaus konnen unter anderem bei der Tumorentstehung
beteiligt sein. So ist eine verstarkte Expression proteasomaler Gene und eine daraus
resultierende Erhdhung der Proteasomaktivitat beispielsweise in einigen Tumoren (Arlt
et al 2009, Chen and Madura 2005, Hu et al 2009, Ren et al 2000, Rho et al 2008) zu
beobachten, was auf eine Abhangigkeit von Tumorzellen von einer hohen 26S-Pr
Aktivitat hinweist. Entsprechend sind Tumorzellen nicht jedoch normale Zellen héchst
sensitiv gegenluber Proteasominhbitoren, allerdings sind gerade Zellen solider
Tumoren in der Lage, die Proteasominhibition rasch zu kompensieren. Hier kommt
Nrf2 eine wichtige Rolle zu, da es durch transkriptionelle Induktion von mindestens 30
proteasomaler Gene direkt zur Erhéhung der Proteasomaktivitat beitragt. Diese
Eigenschaft spiegelt v.a. den Schutz eukaryoter Zellen vor oxidativer Schadigung von
Proteinen wieder, was entsprechend eine ausreichend hohe Kapazitat an
Proteasomaktivitat verlangt. Interessanterweise sind gerade einige proteasomale
Proteine oxidationsempfindlich, was mit verminderter Proteasomaktivitat verbunden ist
(Grune et al. 2013). Als deren Folge, kommt es zur Stagnation des turnovers von Nrf2
als Zielprotein des UPS und entsprechend zur gesteigerten Nrf2 Aktivierung (s.o.).
Durch die forcierte Nrf2 abhangige proteasomale Genexpression wird die
ausreichende Proteasomaktivitat letztlich wiederhergestellt. Einem ahnlichen Prinzip
scheint auch die Kompensation Proteasominhibition zu unterliegen. Durch seinen
steigernden Einfluss auf die proteasomale Genexpression und entsprechend auf die
26S/20S  Proteasomaktivitat, kommt  Nrf2  somit  bezuglich  erhdhter
Uberlebensfahigkeit sowohl in Tumor-, als auch in Entziindungszellen eine
entscheidende Bedeutung zu. (Arlt et al 2009, Kapeta et al 2010, Kwak et al 2003a,
Kwak et al 2003b, Schaedler et al 2010). Es wurde bereits eine Vielzahl proteasomaler
Gene identifiziert, die durch die transkriptionelle Aktivitat von Nrf2 gesteuert werden.
Uber eine oder multiple anti-oxidant-response elements im Promotor werden
beispielsweise die Gene alpha5/PSMA5, PSMB5, beta1/PSMB6 und s5a/PSMD4
durch Nrf2 reguliert (Kwak et al 2002, Kwak and Kensler 2006). Es konnte bereits in

Kolonkarzinomzellen gezeigt werden, dass die erhohte Nrf2-Aktivitat mit einer



gesteigerten Funktion des Proteasoms einhergeht (Arlt et al 2009, Hu et al 2009, Rho
et al 2008)

1.2.4. Nrf2 inhibierende Therapiestrategien

Der Tatsache Rechnung tragend, dass Nrf2 in vielfaltiger Weise das Wachstum und
Uberleben von Tumorzellen fordert, was sich v.a. auch in deren Resistenz gegentiiber
Zytostatika manifestiert, werden inzwischen Strategien einer Nrf2 Inhibition zur
malfgeblichen Therapieverbesserung in Betracht gezogen. Neben dem Einsatz von
shRNA/siRNA basierten Verfahren, deren Effizienz in der Klinik jedoch nicht gesichert
scheinen, bedienen sich andere Strategien der Interferenz verschiedener Signalwege
mit Nrf2. Hierzu zahlen die Retinoidrezeptoren RARa/RXR welche eine inhibitorische
Wirkung von Retinoiden auf Nrf2 vermitteln kdnnen oder der ERbeta sowie der
ERRbeta welche gleichfalls die Nrf2 Aktivierung unterdriicken kénnen (Wang et al
2007, Zhou et al 2007). Allerdings ist die Wirkung dieser Signalwege zum einen in
Tumorzellen nicht immer gewahrleistet z.B. durch fehlende ERRbeta Expression oder
aberrante RARalpha Funktion, zum anderen kdnnen auch Nrf2 steigernde Effekte
auftreten, z.B. durch RARalpha (Tan et al. 2008).

Als aussichtsreichste Strategien werden daher pharmakologische Inhibitionsprotokolle
favorisiert, so dass entsprechend Anstrengungen unternommen werden neue
Substanzen mit spezifisch Nrf2 hemmender Wirkung zu etablieren und praklinisch
hinsichtlich ihres Einsatzes in der Tumortherapie zu validieren. Ein vor kurzem
beschriebener Wirkstoff stellt das Alkaloid Trigonellin dar, welches Nrf2 hemmende
Eigenschaften besitzt (Boettler et al 2011) und fr welches in einem anderen klinischen
Zusammenhang bereits gute Vertraglichkeit beim Menschen dokumentiert wurde (van
Dijk et al. 2009).

1.3. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst anhand verschiedener PDAC Zelllinien bzw.
der nichtmalignen Pankreasgangepithelzelllinie HPDE der Status der Nrf2 Aktivitat

vergleichend untersucht werden.

Unter Heranziehung dieser Zelllinien sollte dann die Nrf2 hemmende Wirkung
verschiedener potentieller Nrf2 Inhibitoren getestet werden. Der hierbei als am
wirksamsten getestete Inhibitor sollte daraufhin eingehend untersucht werden
hinsichtlich seiner Wirkung auf Nrf2 sowie die proteasomale Genexpression und

Proteasomaktivitat. AnschlieRend sollte zunachst im Zellkulturmaf3stab und dann in



einem subkutanen SCID beige Mausmodell die Wirkung von Trigonellin auf die Nrf2
abhangige Resistenz gegentber TRAIL und Zytostatika sowohl in vitro als auch in vivo

untersucht werden.

Diese Untersuchungen sollten dazu beitragen, Nrf2 als Zielstruktur einer verbesserten

Therapiestrategie beim PDAC zu etablieren und zu validieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Spezielle Materialien

Alle verwendeten Chemikalien genlgten mindestens dem Reinheitsgrad pro analysis.
21.1. Zellkultur
Humane pankreatische duktale Epithelzellen M.S. Tsao, Ontario
Cancer Center, Toronto

Pankreatische duktale Adenokarzinomzellen
MiaPaca2, Panc1 ATCC/LSC

Colo357 H.Kalthoff, UKSH Kiel

Zellkulturmedien, L-Glutamin, Trypsin/EDTA, BiochromKG,(Berlin)
PBS

2.1.2. Proteasomassay

Suc-LLVY-AMC Biomol, Taunusstein

(N-succinyl-L-leucyl-L-leucyl-Lvalyl-L-tyrosyl-7-
amido-4-methylcumarin)

Mg132 Biomol, Taunusstein
DMSO Biomol, Taunusstein
Spektralfluormeter Infinite F200, Tecan

2.1.3. Westernblotanalyse

Antikorper Santa Cruz Biotechnology,
e Nrf2, Keap1, lamin-A/C, Hsp90 Heidelberg
Antikorper Cell Signaling Technology,
Frankfurt

e PARP1
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Chemidoc-XRS gel documentation,
Quantity One Software

Tubulin Sigma, Sekundar-Antikorper
Dura Detection Kit

PVDF Membran (Immobilon-P)

Whatmann 3MM, Filterpapier

Biorad Mlnchen

Santa Cruz, Minchen
Perbio Sciences, Bonn

Millipore, Bedford, USA

Walter, Kiel

Puffer A:

Puffer B:

Puffer C:

TBS (1x):

Ponceau-Farbeld6sung:

Tris
Methanol
pH

Tris
Methanol
pH

Tris
Methanol
SDS

pH

Tris

NaCl

pH
Ponceau-S
Essigsaure

Methanol

ad 500 ml mit Wasser, filtrieren

Blockierungspuffer:

PBS

300 mM; 36,34 g/l
20% (viv)

11,0

25 mM; 3,03 g/l
20 % (viv)

10,6

25 mM; 36,34 g/l
20 % (viv)

0,1 % (v/iv)

8,8

50mM; 2,42 g/l
150mM; 8,18 g/l
7,6

1,25 ¢

15 % (viv)

40 % (v/v)

1x
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Magermilchpulver 5%

Tween 20 0,05%
Waschpuffer (10 x): Tris-HCI (pH 9,5) 100 mM

NaCl 100 mM

MgCl, 10 mM
Graphitkammer Biometra, Goéttingen

2.1.4. RNA-Aufarbeitung und Realtime PCR
RNA-Bestimmung Nanodrop Photometer, Paqglab

PCR icycler, BioRad

2.1.5. siRNA Transfektion
HiPerfect Quiagen, Hilden

siRNA Nrf2 Nrf1 Sb5a alpha5

Nummer S103246614 S100657909 S103019331 S1100043316

Tabelle 1:siRNA Verzeichnis

2.1.6. Plasmid-Transfektion
ARE-pathway detection kit SABioscience/Quiagen

2.1.7. Apoptoseanalyse Caspase 3/7-Assay

Proteinbestimmungs-Assay BioRad, Munchen

2.1.8. Subkutanes Xenograft Tumormodell in SCID Mausen

SCID-beige Mause, weiblich Charles River,Sulzfeld

2.1.9. Immunhistochemie

Aceton Merck, Darmstadt
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Serum Albumine (BSA) Serva, Heidelberg

Anti-rabbit Antikdrper, Ser40-Phospho-Nrf2 Epitomics

EnVision Peroxidase DakoCytomation, Hamburg
AEC Peroxidase DakoCytomation, Hamburg
Hamatoxylin Merck, Darmstadt

Die nicht aufgeflihrten Chemikalien und Losungsmittel waren von analytischer Reinheit

und wurden von der Fa. Merck bezogen.

2.2. Methoden

2.2.1. Alilgemeine Zellkultur
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5%CO und 85% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Alle im Folgenden beschriebenen Schritte der Zellkultur erfolgten unter einer
Sterilwerkbank. Die benutzten Materialien und Gerate waren autoklaviert, benutzte
Ldsungen steril filtriert. Zum Ausschluss von Mycoplasmen-Kontaminationen wurde
die Zellkultur regelmaRig mit dafur vorgesehenen Produkten Uberprift (MycoAlert
Mycoplasma Detection Kit, Lonza) Uberprift.

Bei einer Konfluenz von circa 80 % wurde das verbrauchte Medium aus der
Zellkulturflasche mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Nach einem sich
anschliellenden Waschschritt mit 10 ml PBS-Lésung, erfolgte die Ablésung der Zellen
mit 5ml 1x Trypsin/EDTA in PBS. Nach circa 15 Minuten wurde diese Reaktion durch
Zugabe von 5ml Medium gestoppt, die Zellen in ein Zentrifugenréhrchen tberflhrt und
bei 1200 rpm fiir 7 Minuten sedimentiert. Nach Absaugen des Uberstands, wurde das
Zellpellet in 10 ml vorgewarmtem Medium resuspendiert und auf neue

Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.2. Zellkultur HPDE

Die humane pankreatische duktale Epithelzelllinie (HPDE) ist eine adharent
wachsende Zelllinie isoliert aus unverandertem humanem Pankreasgewebe. Diese
Zellline dient als in-vitro-Modell flr benigne Pankreasgangzellen, da sie selbst nach
Immortalisierung in Morphologie, Genotyp und Wachstumsverhalten von normal

kultivierten epithelialen Gangzellen vergleichbar sind. Die Kultivierung der HPDE
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Zellen erfolgte in RPMI Medium und Keratinozytenmedium im Verhaltnis 1:1. Hinzu
kamen 0,5 % (w/v) L-Glutamin, 5 % (w/v) FCS, 5 ng/ml Epidermal Growth Factor (EGF)
und 50 g/ml Rinderhypophysenextrakt. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C,
5%CO0O und 85% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.3. Zellkultur PDAC

Als duktale pankreatische Adenokarzinomzellen wurden die Zelllinien MiaPaca2,
Panc1 und Colo357 verwendet. Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640, welches
zusatzlich mit 10% FCS, 1% L-Glutamine und 1% Sodium Pyruvat versetzt wurde.

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5%CO und 85% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.4. Proteasomassay

Zu Bestimmung der Proteasomaktivitat in lebenden Zellen, wurden diese mit dem
Proteasomsubstart Suc-LLVY-AMC behandelt.

Zuvor wurden die Zellen durch Trypsinierung geerntet um sie dann in jeweils 5x10°
500 pl Medium zu resuspendieren. Dann wurden sie entweder mit 5ug/ml des
Proteasom Inhibitors MG132 versetzt oder blieben ohne diese Vorbehandlung. Nach
30 Minuten Inkubation wurden 5 pl Suc-LLVY-AMC (5 mM gelést in DMSO)
hinzugegeben. Mit Hilfe des Spektralfluorometers wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten die Umsetzung des Substrates unter Freisetzung des fluoreszierenden
Farbstoffes (Aex 380 nm / Aemy 460 Nnm) AMC. Die spezifische proteasomale Aktivitat
wurde ermittelt durch die Substraktion der Fluoreszenz in Ab- und Anwesenheit von
MG132 (Proteasom unabhangige Fluoreszenz). Alle Messungen wurden in
Doppelbestimmung durchgeflhrt. Die errechneten Mittelwerte wurden normiert auf

den Proteingehalt.

2.2.5. Westernblotanalyse

Die Analyse der Genexpression auf Proteinebene wurde mit Hilfe des Westernblot-
Verfahrens durchgefuhrt. Dabei Gbertrug man die durch SDS-Page elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf PVDF-Membranen und machte sie anschlielRend
autoradiografisch sichtbar. Dafir wurde die Membran. in der nachfolgenden
Immundetektion erst mit dem primaren Antikérper gegen das untersuchte Protein und
dann mit dem sekundaren, Alkalische Phosphatase-gekoppelten Konjugat-Antikorper
(Anti-rabbit- bzw. Anti-mouse IgG) behandelt. Anschliel3end wurden die Membrane mit
einem Chemilumineszenz-Substrat inkubiert und die Proteine in der Autoradiographie

sichtbar gemacht.



15

2.2.5.1. Extraktion von Gesamtprotein aus Zellen

Um aus den kultivierten Zellen das Gesamtprotein zu extrahieren, wurden diese direkt
in 2 x Laemmli-Puffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Das Lysat bei 4
°C aufbewahrt.

2.2.5.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Ein modifizierter Proteinassay nach Bradford (1976) der Firma BioRad wurde zur
Konzentrationsbestimmung der Proteinmenge durchgefihrt. Auf Mikrotiterplatten
wurden jeweils 5 pl der Probe bzw. deren Verdlinnung vorgelegt und 250 pl der
Reagenzverdunnung (1:5) hinzugefugt. Daraufhin erfolgte eine Inkubation von 15
Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte in einem
Plattenphotometer (Dynatec) bei einer Wellenlange von 630 nm gemessen. Die

Proteinmenge wurde gegenuber einer Standardreihe (0,5 - 5 ug BSA) ermittelt.

2.2.5.3. Denaturierende Proteinbestimmung nach Laemmli

Um die Kern- oder Zellextrakte auf Qualitat und Quantitat zu Gberprifen oder die
Proteine fur die Western-Blot-Analyse aufzutrennen, wurde eine 12,5%iger SDS-PAA-
Gelelektrophorese durchgeflihrt. Die Proben wurden mit 2 x Laemmli-Puffer versetzt
und nach Denaturierung bei 95 °C flr eine Dauer von funf Minuten, bei 1400 rpm fur
eine Minute zentrifugiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach dem
Auftragen bei 20 mA (Sammelgel) und 25 mA (Trenngel). Analytische Gele wurden
nach der Elektrophorese 20 min bei Raumtemperatur in Coomassie-Ldsung fixiert und
gefarbt und dann Gber Nacht in Entfarbelésung entfarbt. Danach wurden die Gele auf

Whatmann-3MM-Papier Ubertragen und vakuumgetrocknet.

2.2.5.4. Proteintransfer

Der Proteintransfer wurde mittels semidry-Verfahren unter Benutzung einer Graphit-
Kammer (Biometra, Gottingen) durchgefihrt. Das Sammelgel wurde nach der
elektrophoretischen Auftrennung entfernt, das Trenngel ausgemessen und 10-15 min
in Puffer C geschwenkt. Wahrenddessen schnitt man eine PVDF-Transfer-Membran
und vier Stiicke Whatman-3MM-Filterpapier auf das Gelmal} zu. Die PVDF-Membran
wurde mit Methanol befeuchtet, mit Wasser gewaschen und in Puffer B flr 10-15 min
inkubiert. Die sich daran anschlieRende Schichtung des Blots wurde nach stets
gleicher Anordnung durchgefuhrt. Zuerst legte man ein Stick Whatmann-Papier in

Puffer A und brachte es dann auf die Anodenplatte. Es folgte ein Stick in Puffer B
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getauchtes Stlick Whatmann-Papier, die PVDF-Membran, das PAA-Gel und
abschlieRend zwei Stick in Puffer C getrankte Stlick Whatmann-Papier. Die
Luftblasen wurden vorsichtig entfernt und die Kathodenplatte aufgelegt. Der Transfer
erfolgte bei 1,25 mA/cm? Gelflache flr 30 min.

2.2.5.5. Farbung der Membran
Um den Transfer zu Uberprifen wurde die PVDF-Membran kurz mit Ponceau-S
gefarbt. Man entfernte die Gelreste und spulte anschliellend mit Wasser und TBS

(0,05% Tween), bis eine vollstandige Entfarbung erreicht war.

2.2.5.6. Immundetektion

Zur Immundetektion wurde die PVDF-Membran fur 3-5 h mit Blockierungspuffer
abgesattigt. Anschliel3end wurden die primaren Antikérper (im Verhaltnis 1:1000) Gber
Nacht bei 4°C in Blockierungspuffer inkubiert. Abschlielend wurde die Membran 1 h,
10 min und 2x5 min mit dem Blockierungspuffer gewaschen und mit dem sekundaren
Konjugat-Antikdrper (1:1000-Verdlinnung) in Blockierungspuffer 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin schlossen sich die Waschschritte an. Zuerst
wurde 10 min und 2x5 min mit dem Blockierungspuffer bei Raumtemperatur
gewaschen. Dann reinigte man die Membran zweimal 5 min mit 1x Waschpuffer. Um
nun die Banden sichtbar zu machen, folgte eine Inkubation mit dem Dura detection kit
fur funf Minuten bei Raumtemperatur. Die Datenerfassung wurde schlieRlich mit dem
Chemidoc-XRS gel documentation system unter Verwendung der QuantityOne

software durchgefuhrt.

2.2.6. Realtime PCR
2.2.6.1. Isolation der RNA

Zur Isolation von mRNA wurden die Zellen wie zuvor beschrieben ausgesat und in
Kultur gehalten. Je nach Versuchsansatz erfolgte dann die Weiterbehandlung der
Zellen. Unter dem Abzug wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit
PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte die Isolation der mRNA mit Hilfe des Qiagen
RNeasy Total RNA Kits nach den Angaben des Herstellers.

Zur Bestimmung ihrer Konzentration wurde die RNA photometrisch bei 260/280 nm

gemessen. Die Lagerung der mRNA erfolgte bei -80°C.
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2.2.6.2. Herstellung von cDNA

Um die isolierte mMRNA zu quantifizieren, ist es notwendig daraus cDNA herzustellen.
Hierfur wurden 1,5 pg der RNA in ein Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt und mit
RNAse freiem Wasser auf ein Volumen von 11,4 ul aufgefulit.

Im nachsten Schritt wurden zur RNA 1 pg Oligo-dT-Primer gegeben, kurz gemischt
und anzentrifugiert, bevor die Proben fir 5 min bei 70°C im Thermoblock erwarmt
wurden. Nach der AbklUhlung der Proben auf Eis wurden 11,6 uyl Mastermix
zugegeben. Der Ansatz wurde erneut gemischt und fur 90 min bei 37°C im
Warmeschrank inkubiert. Die hergestellte cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung
bei -20°C gelagert.

Mastermix je Probe:

5ul M-MLV-FirstStrandBuffer

1,25 pl dATP (10 mM)

1,25 pyl dGTP (10 mM)

1,25 pl dTTP (10 mM)

1,25 pl dCTP (10 mM)

0,6 pl RNAsin RNAse Inhibitor (40U/l)

1,0 ul M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/l)

2.2.6.3. Echt-Zeit Polymerasekettenreaktion (Realtime-PCR)

Fir die Realtime PCR wurden 5 ul der hergestellten cDNA zunachst mit 20 uyl Aqua
dest. verdunnt. Dann dberfihrte man 10 ul dieser verdinnten Proben in
Doppelbestimmungen in eine 96-well-Platte.Zu der cDNA wurden 20 ul des
Mastermixes gegeben und die fertige Platte mit einer selbstklebenden PCR Folie
verschlossen. Es folgte dann die PCR im iCycler MyiQ Single Color Realtime.PCR
Detection System (BioRad) unter Verwendung der MyiQ-Software.

Des Weiteren wurde in den untersuchten Proben eines der Housekeeping Gene -Aktin

oder TBP detektiert und zur Normierung der Ergebnisse genutzt.

Mastermix je Probe:

15 pl SYBR Green

0,15 pl Vorwartsprimer
0,15 pl Rickwartsprimer
4.7 ul Aqua dest.
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2.2.7. siRNA Transfektion

Um die Expression der Transkriptionsfaktoren Nrf1 und Nrf2 gezielt auf
molekulargenetischer Ebene zu unterbinden, wurden die PDAC- und H6c7-Zelllinien
mit siRNA transfiziert. Die Transfektion erfolgte in 12-well-Platten. Hierzu wurde ein
Transfektionansatz bestehend aus 6ul HiperFect Reagenz (Quiagen, Hilden,
Deutschland) mit 150ng/well der jeweiligen Negativkontrolle siRNA (Qiagen), Nrf2
siRNA (S103246614, Qiagen), Nrf1 siRNA (S100657909, Qiagen) S5a (SI03019331,
Qiagen) oder o-5 siRNA (SI1100043316, Qiagen) und jeweils 300ul OPTI-MEM
angesetzt. Nach zehn Minuten Inkubationszeit, wurde der Ansatz zum 700l frisch
vorgelegten zellspezifischen Medium pro well tropfchenweise auf die Zellen gegeben.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen je nach Versuchsansatz weiter behandelt. Bis

dahin wurden diese unter Zellkulturbedingugen kultiviert.

2.2.8. Plasmid DNA-Transfektion

Die Transfektion mit Promega Dual Luciferase Assay Kitys erfolgte in 12-well-Platten.
24 Stunden vor der Transfektion wurden 1x10 (zehn hoch 5) Zellen pro well ausgesat.
Der Transfektionsansatz bestehend aus 0,5 ug des spezischen Firefly Plasmids sowie
0,1 ug des Renilla Referenzplasmids wurde fur acht Stunden auf die zuvor mit frischem
Medium versehenen Zellen gegeben. Danach erfolgte ein erneuter Mediumwechsel.

Nach einer Ruhezeit von circa 14 Stunden wurden die Zellen weiter behandelt.

2.2.8.1. Luciferaseassay

Nach Beendigung der jeweiligen Versuchsreihe wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen einmal mit 1ml PBS gewaschen und anschliel3end mit 200 ul Passive Lysis
Puffer versehen. Danach konnten die Zellen mit einem Zellschaber abgeldst und in ein
Eppendorfreaktionsgefal® tUberfuhrt werden. Nachdem man die Zellsuspension 30 s
bei maximaler Geschwindigkeit (13.000 rpmi) zentrifugiert hat, konnte man 20ul des
Uberstandes in eine 96-well-Platte pipettieren. Hierbei wurden stets Doppelwerte einer
jeden Probe verwendet. Danach wurden in jedes well 25ul der LARII-L6sung gegeben
und im direkten Anschluss die Firefly Luciferase Aktivitat Gber die Dauer von 20 s
gemessen. In einem zweiten Schritt wurden zusatzlich 25ul Stop&Glo-Substrat auf die
Proben gegeben und ebenfalls die Luciferase Aktivitat Uber 20s gemessen. Die

Messwerte der Firefly-Luciferase wurden auf die der Renilla-Luciferase normiert.
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2.2.9. Caspase Assay

Zur Durchfluhrung des Caspaseassays (Promega) wurden der Mediumuberstand der
Zellen in 15ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Nach der Behandlung mit Trypsin EDTA,
konnten die Zellen abgeldst und dem zugehérigen Uberstand hinzugefiigt werden. Im
Anschluss daran wurden die Zellen mittels Zentrifugation (1200 rpm, 10 min) pelletiert
und der verbleibende Uberstand abgesaugt. Nach der Spiilung mit PBS wurden die
Zellen erneut zentrifugiert und das Zellpellet in 500ul PBS aufgenommen. Nun wurden

die Zellen wie folgt unterteilt:

a) Zur Messung der Caspaseaktivitat wurden 2 mal 25 ul der Zellsuspension in eine
96 well Platte pipettiert und mit 25 ul des Caspasereagenzes (Promega) versehen.

Nach einer 30-mindtigen Inkubation konnten die Messung im Luminometer erfolgen.

b) Aus dem verbliebenen Teil der Zellsuspension wurde nach der Uberfiihrung in
Eppendorf-Reaktionsgefale Gesamtzelllysate gewonnen. Im Anschluss daran
erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit dem Proteinassay DC der
Firma Biorad nach Anleitung des Herstellers. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Photometers Opsys MR (Dynec Technologies) sowie der Revelation QuickLink

Software.

2.2.10. Subkutanes Xenograft Tumormodell in SCID Mausen

Diese tierexperimentellen Arbeiten erfolgten mit behdrdlicher Genehmigung durch das
Land Schleswig-Holstein (Az: V312-72241.122-4).

Colo357 und Panc1 Zellen wurden in einer Konzentration von 2x106 pro 200 pl 0.9%
NaCl-Lésung in die zuvor rasierten Flanken der SCID Mause (kommerziell bezogen
von Charles River, Sulzfeld) injiziert. Es wurden weibliche Mause behandelt, die acht
Wochen alt waren und ein Gewicht von circa 20g erreicht hatten. Sobald die Tumoren
eine GrolRe von 5x5mm2 und mehr erreicht hatten, wurden die Tiere in drei Gruppen
aufgeteilt. Jede der Gruppen wurde einem festgelegtes Behandlungsschema mit

intraperitonealen Injektionen von 200 ul unterzogen.
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Bezeichnung | Therapie Behandlungstage
Gruppe | 0.9% NaCl Tag 1-5 & 9-13
Gruppe |l 10 mg/kg Koérpergewicht Etoposid Tag 2-5 & 10-13
in 0,9%NacCl
Gruppe I 0,02 mg/kg Korpergewicht Trigonellin Tag 1-5 & 9-13
+ 0,2 mg/kg Koérpergewicht Etoposid
in 0,9% NaCl Tag 2-5 & 9-13

Tabelle 2: Therapieschema SCID Mause

Die TumorgroRe wurde jeweils vor, wahrend und nach der Behandlung in
wochentlichem Abstand gemessen. 21 Tage nach Beginn der Behandlung wurden die
Mause getdtet und die Tumoren exzidiert.

Nach dem Vermessen und Wiegen wurden diese dann in flissigem Stickstoff

eingefroren und gelagert.

2.2.11. Immunhistochemie

Die sechs ym grof3en Cryostat Ausschnitte wurden auf Glasobjekttrager aufgetragen
bei Raumtemperatur Gber Nacht getrocknet, danach fir zehn Minuten in Aceton fixiert
und anschlieBend nochmals bei Raumtemperatur zehn Minuten getrocknet. Dann
wurden die Praparate in PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden,
wurden die Praparate fur 20 Minuten mit 4% BSA (bovine serum albumine) behandelt.
Anschlie®end erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper Ser40-Phospho-Nrf2
(Epitomics) im Verhaltnis 1:200 in 1% BSA/PBS. Nach der Inkubation mit diesem uber
Nacht bei 4°C wurden die Proben erneut in PBS gewaschen und dann 30 Minuten mit
EnVision Peroxidase Konjugaten behandelt. Im Anschluss daran folgten drei
Waschschritte in PBS. Die Peroxidase Substrat Reaktion wurde daraufhin mit dem
AEC Peroxidase Substrat Kit nach Herstellerangaben durchgefiuhrt. Danach wurden
die Proben in Wasser zusammen mit 50% Hamalaun gewaschen und abschlielRend
Glycerol-Gelatine konserviert Das gleiche Protokoll wurde flr die Negativkontrollen
durchgefuhrt. Die Behandlung mit dem Primarantikérper wurde entweder ausgelassen

oder mit einem Kontrollantikdrper durchgefihrt. Um die Nrf2-Expression auszuwerten,
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wurde die prozentuale Verteilung (0=0%, 1=1-10%, 2=10-50%, 3=50-90%, 4=>90%)
und Intensitat der Auspragung (O=keine, 1=gering, 2=mittel, 3=hoch) in jeder Probe
gezahlt. Durch Multiplikation von Intensitat und Verteilung wurde dann ein Wert fir den

Auspragungsgrad ermittelt.

2.2.12. Statistik

Die hier gezeigten Daten reprasentieren die Mittelwerte nach der
Standardabweichung. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des student's t-test, pradiktive

Werte 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse
3.1. Basale und induzierbare Nrf2-Aktivitat in PDAC und H6c7 Zellen

Mit Hilfe der Westernblotanalyse wurde zunachst untersucht, in wie fern sich die basale
Nrf2-Aktivitat in den hier verglichenen Zellreihen unterscheidet oder sich durch den
Induktor tBHQ beeinflussen Iasst. Als Kriterium wurde die Konzentration von Nrf2 im
Zellkern herangezogen, Ausdruck seiner Aktivierung (siehe Abschnitt 1.2).

In den PDAC Zelllinien Panc1 und Colo 357 Zellen konnte bereits basal eine deutlich
groliere nukleare Nrf2 Proteinmenge nachgewiesen werden als in der PDAC Zelllinie
MiaPaca2 und der praneoplastischen dukatelen Pankreas-epithelzelllinie H6c7
(Abbildung 2). In Gegenwart von 50 yM des Induktors tBHQ Uber 8h war die Menge
an Nrf2 in den Kernextrakten aller vier Zelllinien erhdht, wobei die deutlichsten Effekte
durch tBHQ in Miapca2 und H6c7Zellen sichtbar waren (Abbildung 2).

Colo357 H6c7 Panc1 Miapaca2

Hsp90 > ——— —
Nrf2> " - .- —_— - -
tBHQ: - + - + - + - +

Abbildung 2: Nukleare Nrf2 Expression in PDAC und H6C7 Zellen

Die nukleéare Proteinkonzentration von Nrf2 kann durch den Nrf2-Induktor tBHQ in den PDAC
Zellreihen und den H6c7 Zellen induziert werden. Die zunachst unbehandelten PDAC Zelllinien Colo
357, MiaPaca2 und Panc1 und die Zelllinie H6c7 wurden auf ihre basale Nrf2-Konzentration im
Zellkern untersucht und mit den Proteinmengen nach 8-stiindiger tBHQ-Inkubation verglichen. Als
Ladekontrolle diente Hsp 90. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von vier unabhangigen

Versuchen.

3.1.1. Das Nrf2 Aktivitatsniveau korreliert mit der nukledaren Nrf2 Konzentration

Des Weiteren konnte mittels ARE-Luziferaseassay gezeigt werden, dass die Erhéhung
der nukledaren Konzentration von Nrf2 mit einer Steigerung dessen transkriptioneller
Aktivitat einhergeht.

Korrespondierend zur bereits basal erhdhten nukledaren Nrf2 Konzentration war in
Colo357 und Panc1 Zellen anhand der deutlich hdheren ARE-Luziferaseaktivitat auch
eine starkere transkriptionelle Nrf2-Aktivitat festzustellen als in MiaPaca2 du H6c¢c7
Zellen, die sich durch Inkubation mit 50 uM tBHQ weiter steigern liel? (Abbildung 3).



23

M Colo357 Wm H6c7
3 MiaPaca2 [ Panci

— 30' *
X —

Q

.."3 25
.

= 20
h—~

>

b

(4]
Q10
o

g 5
‘N

3 0.

basal 50 uM tBHQ

Abbildung 3: Die spezifische Nrf2-Luciferaseaktivitat in PDAC und H6C7
Zellen

Die oben genannten Zellreihen wurden mit ARE-gesteuerter Firefly Luciferase (ff) L6sung kombiniert
mit einer Renilla Luciferase (rl) exprimierenden Lésung transfiziert oder mit einer Negativkontrolle
versehen. Danach erfolgte bei einem Teil der Zellen eine Stimulation mit tBHQ fir acht Stunden. So
konnte die basale Luziferaseaktivitat der Zellen mit der durch tBHQ beeinflussten Aktivitat verglichen
werden. Die Luziferaseaktivitdt wurde gemessen und die relativen Luziferase-Einheiten (RLU) im
Verhaltnis ff/rl berechnet. Die gewonnen Daten wurden angegeben in n-fache Aktivitat von ARE-
gesteuerter RLU normiert auf den Leervektor RLU. Es wurden Mittelwerte von vier unabhangigen

Experimenten gezeigt; p<0.05.

In MiaPaca und H6c¢c7 Zellen war die basale ARE-Luziferaseaktivitat niedriger,
gleichwohl jedoch durch tBHQ Gabe stark induzierbar (Abbildung 3).

3.2. Testung von atRA, DY131, Luteolin und Trigonellin in Colo357 und
Panc1 Zellen auf die Fahigkeit einer Nrf2 Inhibition

Anhand der durch ihre erhdhte Nrf2-Basalaktivitat charakterisierten Colo357 und
Panc1 Zellen wurden die potentiellen Nrf2 Inhibitoren in einer Dosisbreite von drei 10-
er Potenzen eingesetzt, die sich an den in der Erstbeschreibung genannten
Konzentrationen orientierte. Fur atRA wurden entsprechend ein Dosisbereich
zwischen 0,1 und 100 uM (Wang et al. 2007), fur DY131 zwischen 0,2 und 200 uM (Yu
& Forman 2005), fur Luteolin zwischen 0.05 und 50 pM (Tang et al. 2011) und fur
Trigonellin zwischen 0,01 uM - 10uM (Boettler et al. 2011) behandelt und anschlie3end
die Nrf2 Aktivitat im ARE-Luziferase Assay Uberpruft (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Der Effekt von atRA, DY131, Luteolin und Trigonellin auf die
basale Nrf2-Aktivitat in Colo357 und Panc1 Zellen

Die oben genannten Zelllinien wurden mit ARE-gesteuertem Firefly Luciferase (ff) Reporterplasmid
bzw. einem ff-Plasmid ohne ARE (Leervektor) zusammen mit einem durch den konstitutiven TK-
Promotor gesteuerten Renilla Luciferase (rl) Referenzplasmid transfiziert. AnschlieRend wurde
Trigonellin in dem angegebenen Konzentrationsbereich zugesetzt, danach erfolgte entweder nach
1h oder nach 16h die Stimulation mit 50 yM tBHQ fiir 8h. Die Luziferase-Aktivitdt wurde gemessen
und die relativen Luziferase-Einheiten (RLU) wurden im Verhaltnis ff/rl berechnet. Die Daten driicken
das n-fache der Aktivitat von ARE-gesteuerter RLU normiert auf den Leervektor RLU aus. Dargestellt

ist der Mittelwert +/- SD von sechs unabhangigen Experimenten, *p>0.05, **p>0.01.

Hierbei liel3 sich zeigen, dass es lediglich durch Trigonellin in beiden Ziellinien zu einer
dosisabhangigen und hochsignifikanten Hemmung der transkriptionellen Nrf2 Aktivitat
kam. Besonders deutlich wurde dieser Effekt bei einer Trigonellin-Dosis von 0,1 und 1
MM, wobei die Reduktion der ARE-Luziferase Aktivitat zwischen 32 und 40% betrug

(Abbildung 4). In héherer Konzentration war hingegen der hemmende Effekt von
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Trigonellin deutlich niedriger, was in der Erstbeschreibung (Boettler et al. 2011)
ebenfalls beobachtet wurde.

Im Gegensatz zu Trigonellin, waren weder atRA noch DY131 noch Luteolin zu einer
vergleichbaren Nrf2 Inhibition in der Lage (Abbildung 4). Luteolin war vollstandig ohne
Einfluss auf die Nrf2 Aktivitat in beiden PDAC Zelllinien. Der RAR Agonist atRA zeigte
in einer Konzentration von 0,1 oder 1uM lediglich in Colo357 Zellen eine moderate
Hemmung der ARE-Luziferase Aktivitdt zwischen 15 und 20%, die bei hdherer
Konzentration nicht weiter zunahm. Der ERRb Agonist DY 131 war immerhin in der
Lage in beiden Zelllinien Nrf2 zu inhibieren, allerdings in einem Dosisbereich zwischen
0,2 und 2 pM nur um 10-20 %.

Somit war Trigonellin hinsichtlich seiner Nrf2-inhibierenden Potenz und Effektivitat den
anderen drei getesteten Substanzen eindeutig Uberlegen und wurde somit einer
weiteren Charakterisierung hinsichtlich seines Wirkmechanismus und seiner Eignung

als Chemosensitizer untersucht.

3.3. Der Effekt von Trigonellin auf die Nrf2-Aktivitat in PDAC und H6c7
Zellen

3.3.1. Einfluss von Trigonellin auf die tBHQ induzierte ARE-Luziferase.

Die Hemmung der Nrf2 Aktivitat durch Trigonellin wurde nachfolgend zusatzlich auch
in MiaPaca2 und H6¢c7 Zellen untersucht, in denen, wie auch in Colo357 und Panc1
Zellen, Nrf2 durch anschlielende Gabe von tBHQ aktiviert wurde.

Hier zeigte sich der Zeitpunkt der Zugabe von Trigonellin eine Stunde vor tBHQ-Gabe
effektiver als 16 Stunden vor der Behandlung mit dem Nrf2 Induktor. Der am meisten
signifikante inhibitorische Effekt auf die ARE-Luziferase-Aktivitat unter dieser
Kombinationsbehandlung konnte mit einem Abfall von 54 % bei den MiaPaca2 Zellen
zum Ausdruck gebracht werden. Beobachtet wurde dies bei einer Trigonellin
Konzentration von 0,1 yM im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 5).
Dieser Nrf2 hemmende Effekt war bei den anderen beobachteten Zellreihen mit einem
Abfall der Luziferase-Aktivitat zwischen 35 und 50 Prozent ebenfalls deutlich
ausgepragt. Es zeigte sich aul’erdem, dass eine Konzentrationserhdhung auf 1 uyM
und 10 pM Trigonellin eine schwachere oder sogar keine Hemmung der tBHQ

induzierten Luziferaseaktivitat zur Folge hatte.
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Abbildung 5: Der Effekt von Trigonellin auf die induzierte Nrf2-Aktivitat in
PDAC und H6c7 Zellen

Die oben genannten Zelllinien wurden mit ARE-gesteuertem Firefly Luciferase (ff) Reporterplasmid
bzw. einem ff-Plasmid ohne ARE (Leervektor) zusammen mit einem durch den konstitutiven TK-
Promotor gesteuerten Renilla Luciferase (rl) Referenzplasmid transfiziert. AnschlieRend wurde
Trigonellin in dem angegebenen Konzentrationsbereich zugesetzt, danach erfolgte entweder nach
1h oder nach 16h die Stimulation mit 50 uM tBHQ fiir 8h. Die Luziferase-Aktivitdt wurde gemessen
und die relativen Luziferase-Einheiten (RLU) wurden im Verhaltnis ff/rl berechnet. Die Daten driicken
das n-fache der Aktivitat von ARE-gesteuerter RLU normiert auf den Leervektor RLU aus. Dargestellt

ist der Mittelwert +/- SD von sechs unabhangigen Experimenten, *p>0.05, **p>0.01.

3.3.2. Trigonellin-Effekte auf die nukledre Lokalisation von Nrf2

Zur weiteren Verifizierung der inhibitorische Wirkung von Trigonellin auf die Nrf2-
Aktivitat, wurde die intrazellulare Verteilung von Nrf2 mittels Westernblot genauer
untersucht. In Panc1 und Colo357 Zellen konnte nach achtstiindiger Inkubation mit
Trigonellin eine deutliche Verringerung der nuklearen Proteinmenge von Nrf2
nachgewiesen werden, was auf Gesamtproteinebene nicht festzustellen war.
(Abbildung 6 A).

Ein hemmender Effekt von Trigonellin auf die nukledre Konzentration von Nrf2 konnte
ebenfalls in MiaPaca und H6C7 Zellen gezeigt werden, wenn diese mit tBHQ
behandelt wurde. Wahrend tBHQ allein zu einer deutlichen Steigerung der Nrf2
Proteinkonzentration im Zellkern fuhrte, war dieser Effekt in Anwesenheit von
Trigonellin deutlich reduziert (Abbildung 6B). Auch hier waren keine Auswirkungen auf

den Nrf2 Gesamtproteingehalt festzustellen. Die Tatsache, dass unter Einfluss von
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Trigonellin zwar die nukleare Konzentration von Nrf2, nicht aber dessen Konzentration
in den Gesamtzelllysaten beeinflusst wird, fuhrt zu der Annahme, dass Trigonellin
Einfluss hat auf die Akkumulation von Nrf2 in den Zellkern.

Dies konnte auch mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestatigt werden (Abbildung |

im Anhang).
A) Zelllysat Kernlysat
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Trig: - - + + ) ) * +

Abbildung 6: Westernblotanalyse der Nrf2 Expression im Zusammenhang
mit Trigonellin und tBHQ in PDAC und H6c7 Zellen

Panc1 und Colo357 Zellen wurden mit 0.5 uyM Trigonellin fir 24 Stunden (Abbildung A). H6¢7 und
MiaPaca2 Zellen wurden mit 50 uM tBHQ fir die Dauer von acht Stunden. Zum Teil erfolgte eine
Prainkubation mit Trigonellin, das dann eine Stunde vor tBHQ hinzugegeben wurde. Dann wurden
die Gesamtzelllysate oder Kernextrakte aufbereitet und Westernblotanalysen zur Erfassung von Nrf2
und Hsp90 beziehungsweise lamin-A/C durchgeflhrt. Es wurden reprasentative Ergebnisse von zwei

unabhangigen Versuchen gezeigt.

Um zu Uberprifen, ob die verminderte nukleare Konzentration von Nrf2 unter Einfluss
von Trigonellin auf dessen gesteigerten Export unter Mitwirkung von Keap1
zuruckzufuhren ist, wurden die 4 Zelllinien mit Leptomycin B (LMB) behandelt. Hierbei

handelt es sich um einen Inhibitor des nuklearen Crm1 Exportproteins, durch den auch
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Nrf2 zusammen mit Keap1 aus dem Kern in das Zytoplasma zurtcktransportiert wird
(Kannan and Jaiswal 2006). Es zeigte sich, dass nach Vorbehandlung mit LMB und
anschlieBender Stimulation mit tBHQ der hemmende Effekt von Trigonellin auf den
tBHQ abhangigen Anstieg der nukledren Nrf2 Proteinkonzentration nach wie vor
nachweisbar war. So war auch in Gegenwart von LMB der nukleare Gehalt von Nrf2
unter Trigonellin Behandlung vermindert, wohingegen die Proteinmenge von Keap1

durch Trigonellin nicht beeinflusst wurde (Abbildung 7 unten).

Colo357 Panc1 MiaPaca2 H6c7
C C C C

tubulin > e - - - S — -

NIf2> swe  wem © — -

(100 kDa) —_— -
Keap1 > . e
tBHQ: + + + + + + + +
LMB: + + + + + + + +
Trig: - + - + - + - +
Colo357 Panc1 MiaPaca2 H6c7

N N N N

lamin A/C > i S—

N2> o = QFr == g = @& ™

(100 kDa)

Keap1 >
tBHQ: + + + + + + + +
LMB: + + + + + + + +
Trig: - + - + - + - +

Abbildung 7: Westernblotanalyse der Trigonellin Effekte auf die zytoplas-
matische und nukleare Nrf2- und Keap1 Verteilung in
Gegenwart von LMB

Panc1, Colo 357, MiaPaca und H6c7 Zellen wurden fir jeweils acht Stunden mit 50 uM tBHQ und 20
ng/ml des crm1-Inhibotors Leptomycin-B (LMB) inkubiert. Dies erfolgte entweder zusammen, mit Pra-
inkubation mit Trigonellin (0.5 uM) oder ohne diese. Danach wurden Zelllysate oder Kernextrakte
aufbereitet und mittels Westernblotanalyse die Proteinmengen von Nrf2, Keap1 und Tubulin bzw.
Lamin-A/C untersucht. Reprasentative Ergebnisse von zwei unabhangigen Versuchen wurden

gezeigt.
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Hiermit konnte gezeigt werden, dass die verminderte nukleare Lokalisation von Nrf2
unter Trigonellin Behandlung nicht auf dessen gesteigertem Export aus dem Zellkern,
sondern auf dessen verringertem Import in den Zellkern zurtickzufihren ist (Kannan
and Jaiswal 2006). Dies zeigte sich auch in der erhéhten Konzentration von Nrf2 im
Zytoplasma aller untersuchten Zelllinien unter Trigonellin Behandlung, ein Effekt, der
wiederum nicht durch LMB beeinflusst wurde (Abbildung 7, oben).

Um zu Uberprifen, ob sich der anhaltende inhibitorische Effekt von Trigonellin in
Gegenwart von LMB auch auf transkriptioneller Ebene darstellt, wurden ARE-
Luziferaseassays durchgefuhrt (Abbildung 8). Es zeigte sich, dass auch in Gegenwart
von LMB die Hemmung der transkriptionellen Nrf2 Aktivitat durch Trigonellin sowonhl
basal (Colo357 und Panc1 Zellen) als auch unter tBHQ Stimulation (alle vier Zelllinien)
fortbestand.
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Abbildung 8: Effekte von Trigonellin in Bezug auf die Luziferase-Aktivitat
von Nrf2 in Gegenwart von LMB

Es wurden Panc1 und Colo 357 Zellen entweder mit einem Leervektor oder mit dem ARE-
Rezeptorgen transfiziert und in Gegenwart von 20 ng/ml LMB fur acht Stunden mit 50 yM tBHQ
behandelt. Dies erfolgte entweder nach einer Prainkubation mit 0.5 yM Trigonellin oder ohne diese.
Danach wurde die Luziferaseaktivitat ermittelt und die relativen Luciferaseeinheiten (RLU) wurden
mit Hilfe der ff/rl Verhaltnisses berechnet. Die Daten wurden im Verhaltnis der spezifischen ARE-
gesteuerten RLU zum Leervektor der RLU angegeben. Es wurden Mittelwerte +/-

Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen gezeigt, *p<0.05.
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3.4. Der Effekt von Trigonellin auf die Proteasomaktivitat in PDAC und
H6c7 Zellen

Auf Grundlage des nachweislich hemmenden Effekts von Trigonellin auf die Nrf2
Aktivierung sowie der Tatsache, dass Nrf2 malgeblich an der Regulation der
proteasomalen Genexpression beteiligt ist (siehe Abschnitt 1.2.3) wurde weiterhin
untersucht, ob Trigonellin die Proteasomaktivitat beeinflusst. Hierflir wurden die PDAC
und H6c7-Zelllinien mit Hilfe eines fluorometrischen Proteasomassays mit Suc-LLVY-
AMC als Substrat untersucht. Um diesbezuglich die Abhangigkeit von Nrf2
darzustellen, wurde der Einfluss von Trigonellin in zusatzlicher Anwesenheit von tBHQ
untersucht. In Abbildung 9 ist dargestellt, dass die Proteasomaktivitat in allen vier
Zellreihen durch tBHQ aktiviert wird.
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Abbildung 9: Effekte von Trigonellin und tBHQ auf die Proteasomaktivitat in
PDAC und H6c7 Zellen

Die oben genannten Zelllinien wurden mit 50 pyM tBHQ fur 24 Stunden inkubiert oder blieben ohne
diese Behandlung. Um den Effekt von Trigonellin auf die Proteasomaktivitat zu untersuchen, wurde
ein Teil der Zellen mit dieser Substanz alleine oder eine Stunde vor der Hinzugabe von tBHQ
behandelt. Dies erfolgte mit 0.01 uM Trigonellin. Somit blieb ein Teil der Zellen unbehandelt und
konnte fir Referenzwerte genutzt werden. Dann wurde ein Suc-LLVY-AMC Proteasomassay
durchgefiihrt. Die Fluoreszierenden Elemente wurden auf den parallel ermittelten Proteinwert
normiert. Die Daten sind als n-fache AMC-Aktivitat in Bezug auf den Proteingehalt in Milligramm
angegeben und es wurden Mittelwerte +/- Abweichung der Standardabweichung von sechs

unabhangigen Experimenten gezeigt; *p<0.05.
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In Gegenwart von Trigonellin war sowohl der induzierende Effekt von tBHQ vermindert
(H6c7 um 58%, MiaPaca2 um 64%, Colo357 um 72% und Panc1 um 36%) als auch
die basale Proteasomaktivitat in Colo357 und Panc1 Zellen (Abnahme um 39% und
57%). Um die Abhangigkeit von Nrf2 in Zusammenhang mit dem blockierenden Effekt
von Trigonellin auf die Proteasomaktivitat weiter zu verifizieren, wurden alle Zelllinien
mit Kontroll- und Nrf2-siRNA transfiziert, anschlieBend mit tBHQ in Ab- oder
Anwesenheit von Trigonellin behandelt und daraufhin der Bestimmung der
Proteasomaktivitat zugefthrt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die Effekte von Trigonellin auf die Proteasomaktivitat nach
siRNA Behandlung

Die oben genannten Zelllinien wurden mit NRf2, Nrf1 oder mit einer Negativkontroll-siRNA behandelt.
Die Versuche erfolgten in 12-well-Platten, sodass nach 48 Stunden ein festgelegtes
Stimulationsschema durchgefiihrt werden konnte. Somit wurden alles Zellen mit 50 yM tBHQ
behandelt und ein Teil davon noch zusatzlich mit 0.01 uM Trigonellin. Die Effektivitat der transfizierten
siRNAS wurde mittels quantitativer PCR Analyse validiert. Die Daten sind als n-fache AMC-Aktivitat
in Bezug auf den Proteingehalt in Milligramm angegeben und es wurden Mittelwerte +/- Abweichung

der Standardabweichung von vier unabhangigen Experimenten gezeigt; *p<0.05.

Es war zu beobachten, dass nach Nrf2-siRNA Vorbehandlung der tBHQ induzierende
Effekt auf die Proteasomaktivitat im Vergleich zur Kontroll-siRNA Vorbehandlung in
H6c7, MiaPaca2, Colo357 und Panc1 Zellen um 28%, 41%, 29% bzw. 32% geringer
war (Abbildung 10). In den mit Nrf2-siRNA behandelten Zellen bewirkte die Zugabe
von 100nM Trigonellin nur noch eine marginale Verringerung der BHQ induzierten

Proteasomaktivitat.
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Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, ob auch die Regulation der
Proteasomaktivitat durch den Nrf2 verwandten Transkriptionsfaktor TCF11/Nrf1
(Steffen et al 2010) durch Trigonellin beeinflusst wird. Hierzu wurden alle 4 Zelllinien
auch mit Nrf1-siRNA vorbehandelt und analog untersucht. Ein ahnlich signifikanter
Effekt der Nrf1-siRNA Vorbehandlung (deren Effektivitat wurde mittels Nrf1 qPCR
uberpruft, Abbildung Il im Anhang) auf die tBHQ-induzierte Proteasomaktivitat wie
unter Nrf2-siRNA war in allen Zelllinien nicht festzustellen, lediglich eine geringe
Reduktion war in Colo357, MiaPaca2 und H6c7 Zellen zu beobachten.

Dartber hinaus war in Gegenwart der Nrf1-siRNA der hemmende Einfluss von
Trigonellin auf die tBHQ induzierte Proteasomaktivitat in allen untersuchten Zelllinien
weiterhin deutlich ausgepragt (Abbildung 10). Eine etwas abgeschwachte Hemmung
bestand jedoch in Colo357 und H6c7 Zellen.

3.5. Nrf2-abhangige Genexpression unter Trigonellin Behandlung

Um zu klaren, ob der hemmende Effekt von Trigonellin auf die Nrf2-abhangige
Proteasomaktivierung aus einer veranderten Expression proteasomaler Gene
resultiert, wurde mit Hilfe von Realtime-PCR und Westernblot die Expression zweier
Proteinbestanteile der Proteasomuntereinheiten 19S und 20S untersucht. Als
Zielgene dienten hier S5a (psmd4) fur die 19S- und alpha5 (psmab) fur die 20S-

Untereinheit.

Es konnte gezeigt werden, dass die in Panc1 und Colo357 bereits basal deutlich
erhdhten Konzentrationen an S5a- und alpha5-mRNA nach der Behandlung mit
Trigonellin deutlich vermindert waren. In gleichem MalRe wurde auch die durch tBHQ-
Behandlung erzielte Erhéhung der s5a und alpha5 mRNA Level in MiaPaca und H6c7
Zellen durch Zugabe von Trigonellin gehemmt (Abbildung 11). Dartber hinaus wurde
die mRNA Expression des Phasell-Enzyms GCLC nach Behandlung mit tBHQ und
Trigonellin untersucht. Es zeigt sich, dass auch die bereits basal erhdhte GCLC
MRNA-Expression in Panc1 und Colo357 Zellen durch Trigonellin unterdrickt wurde,
wie auch in H6c7 und MiaPaca2 Zellen die GCLC Expression nach vorheriger tBHQ-
Stimulation (Abbildung 11).

Die Westernblotanalyse konnte den hemmenden Effekt von Trigonellin sowohl auf die
basal erhdhte s5a- und alpha5-Expression in Colo357 und Panc1 Zellen als auch auf
die in MiaPaca2 und H6c7 Zellen durch tBHQ induzierte s5a- und alpha5-Expression
bestatigen. Entsprechend konnte in allen vier Zellreihen eine Trigonellin abhangige

Abnahme der s5a und alpha5 Proteinkonzentration gezeigt werden (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Trigonellin vermindert die mRNA Expression der
proteasomalen Gene s5a und alspha5 sowie des Phasell-
Enzyms GCLC in PDAC und H6c7 Zellen

Colo 357 und Panc1 Zellen wurden entweder gar nicht oder flr 16 Stunden mit 0.01 uyM Trigonellin
behandelt. MiaPaca und H6¢7 Zellen erhielten entweder keine, 0.01 uM Trigonellin, 50 uM tBHQ oder
die Kombination 0.01 yM Trigonellin und 50 pyM tBHQ, wobei tBHQ ebenfalls fir die Dauer von 16

Stunden zugesetzt wurde. Es folgte eine quantitative RNA Analyse mit Realtime PCR der

proteasomalen Gene sb5a und alpha5 sowie des Phasell-Enzyms GCLC. Zur Kontrolle wurde Beta-

Actin analysiert und die Werte daraufhin normalisiert. Die gewonnen Daten werden hier als

normalisierte mMRNA-Werte dargestellt und stehen fir Mittelwerte +/- Standardabweichung von vier

unabhangigen Versuchen, durchgefiihrt in Doppelbestimmung; *p<0.05.
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Abbildung 12: Westernblotanalyse zum Nachweis der reduzierten Protein-
mengen von S5a und alpha5 in PDAC und H6c7 Zellen

Colo 357 und Panc1 Zellen wurden entweder gar nicht oder fir 16 Stunden mit 0.01 uM Trigonellin
behandelt. MiaPaca und H6c¢7 Zellen erhielten entweder keine, 0.01 uM Trigonellin, 50 uM tBHQ oder
die Kombination 0.01 yM Trigonellin und 50 pyM tBHQ, wobei tBHQ ebenfalls fir die Dauer von 16
Stunden zugesetzt wurde. Zum Nachweis der Proteine sb5a und alpha5 folgte die Analyse der
Gesamtzelllysate mittels Westernblot. Als Ladungskontrolle diente Hsp90. Reprasentatives Ergebnis

von vier unabhangigen Versuchen.

3.6. Einfluss von Trigonellin auf die durch TRAIL und Etoposid auf
induzierte Apoptose in PDAC und H6¢c7 Zellen

Da, wie unter Abschnitt 1.2.2 beschrieben, von Nrf2 eine antiapoptotische Wirkung
ausgeht, was sich auch in der Chemoresistenz von Tumorzellen manifestiert, wurde
nachfolgend untersucht ob die Nrf2-Hemmung durch Trigonellin Einfluss auf die
Apoptoserate hat. Zunachst wurden hierfur die chemoresistenten und bereits basal mit
erhdhter Nrf2 Aktivitat ausgestatteten Colo 357 und Panc1-Zellen vor Zugabe der zwei
Apoptosestimuli Etoposid (einem als Zytostatikum eingesetzten Inhibitor der
Topoisomerase-Il) oder TRAIL (einem Todesliganden der TNF-Familie) entweder mit
100nM Trigonellin fur 1h vorbehandelt oder unbehandelt gelassen. Auf Etoposid wurde

als Apoptosestimulus zurtickgegriffen, da in chemoresistenten PDAC Zellen diesem
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Zytostatikum gegenulber die groRte pharmakologische Sensitivierbarkeit besteht (Arlt
et al 2001, Fritsche et al 2009).

Nach Zugabe von Etoposid fir 24h oder TRAIL fir 6h zeigten Colo357 und Panc1
Zellen gegenuber unbehandelten Zellen nur einen geringfligigen Anstieg (Etoposid um
das 1,4- bzw. 1,7-fache, TRAIL um das 1,8 bzw. 2,8 fache) der Apoptoserate, wie
mittels Caspase-3/-7 Aktivitatsmessung festgestellt wurde (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Der Einfluss von Trigonellin auf die durch TRAIL und Etoposid
induzierte Caspaseaktivitat und PARP1 Spaltung in Colo357
und Panc1 und Zellen

Den oben genannten Zellreihen wurden entweder fir 16 Stunden 0.01 uM Trigonellin zugefiigt oder
sie blieben unbehandelt. Danach wurde ihnen entweder 20 ug/ml Etoposid fir 24 Stunden, 10 ng/ml
TRAIL fur sechs Stunden oder keine der angegebenen Substanzen zugefligt. Die Apoptoserate
wurde zum einen durch die Messung der Caspase 3/7 Aktivitdt gemessen (obere Grafik) oder durch
Bestimmung von PARP1 mit Hilfe der Westernblotanalyse (untere Grafik). Hierbei diente Tubulin als
Ladungskontrolle. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache Caspase-Aktivitat und wurden
normiert auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
sechs unabhangigen Versuchen durchgefihrt in  Doppelbestimmung; *p<0.05. Die

Westernblotanalyse steht reprasentativ fur drei unabhangige Versuche.
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Wurden beide Zelllinien jedoch zuvor mit Trigonellin behandelt, erhdhte sich die durch
TRAIL induzierte Caspase-3/-7-aktivitat um das 2,7- bzw 4,3-fache. Die Behandlung
mit Etoposid (Abbildung 13) zeigte nach Vorbehandlung mit Trigonellin ebenfalls eine
verstarkte Aktivierung der Caspaseaktivitat (2,3- bzw. 3,1-fach). Die alleinige
Behandlung mit Trigonellin fihrte in Colo357 zu keiner (1,1-fach) und in Panc1 Zellen
zu einer geringen (1,4-fach) Erhéhung der Caspaseaktivitat.

Zur Bestatigung dieses sensitivierenden Effekts von Trigonellin, wurde die
Apoptoseantwort von Colo357 und Panc1 Zellen auch mittels PARP1 Westernblots
untersucht. Wahrend der Apoptose kommt es zu einer charakteristischen Caspase
abhangigen Spaltung des PARP1 Proteins (110 kDa) und infolgedessen zum Auftreten
eines 87 kDa Spaltproduktes. Wie in Abbildung 13 (unten) zu erkennen, kommt es in
beiden Zelllinien nach Behandlung mit Etoposid oder TRAIL zu einem verstarkten
Auftreten des 87 kDa PARP1-Spaltproduktes, wenn zuvor Trigonellin zugegeben

worden war.

Die deutlich weniger chemoresistenten und mit geringer Nrf2-Basalaktivitat
ausgestatteten Zelllinien MiaPAca2 und H6c7 wurden dahingehend untersucht, ob die
Induktion von Nrf2 durch tBHQ zur Desensitivierung gegenuber Etoposid oder TRAIL
induzierter Apoptose fuhrt, und ob sich dieser Effekt durch Trigonellin entsprechend
unterdricken lasst (Abbildung 14).

Mittels Bestimmung der Caspaseaktivitat lield sich zeigen, dass die Apoptoserate nach
Zugabe von Etoposid in MiaPacac2 Zellen vom 6,7-fachen auf das 4.5-fache und in
H6C7 Zellen vom 4,8-fachen auf das 3,6-fache abnahm, wenn die Zellen mit tBHQ
vorbehandelt worden waren. Ebenso reagierten die mit tBHQ prainkubierten Zellen auf
die Zugabe von TRAIL mit einer Abnahme der Caspaseaktivitat (MiaPaca2 Zellen vom
5,5-fachen auf das 3,6-fache und H6c7 Zellen vom 4,4-fachen auf das 3,5-fache). In
Gegenwart von Trigonellin war hingegen der protektive Effekt der tBHQ
Vorbehandlung sowohl gegenlber Etoposid als auch gegentber TRAIL induzierter
Caspaseaktivitat in MiaPaca2 Zellen wesentlich geringer und in H6c7 Zellen

vollstandig aufgehoben (Abbildung 14).

Auch in MiaPaca2 und H6c¢c7 Zellen bestatigte der PARP1-Westernblot, dass
Trigonellin eine Sensitivierung gegenuber beiden Apoptosestimuli bewirkte. Dies war
anhand des 87 kDa PARP1-Spaltproduktes nachzuvollziehen, das jeweils unter
Einfluss von tBHQ in geringerer Menge nachzuweisen war, nicht jedoch bei

zusatzlicher Anwesenheit von Trigonellin (Abbildung 14, unten).
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Abbildung 14: Der Einfluss von Trigonellin auf die durch TRAIL und
Etoposid induzierte Caspaseaktivitat und PARP1 Spaltung in
MiaPaca und H6c7 Zellen

Den oben genannten Zellreihen wurden entweder fiir 16 Stunden 50 uM tBHQ hinzugefligt oder sie
blieben unbehandelt. AuBerdem wurde ein Teil der Zellen zusatzlich mit 0.01 yM Trigonellin
behandelt. Danach wurde ihnen entweder 20 ug/ml Etoposid fir 24 Stunden, 10 ng/ml TRAIL fir
sechs Stunden oder keine der angegebenen Substanzen zugegeben. Die Apoptoserate wurde zum
einen durch die Messung der Caspase 3/7 Aktivitat gemessen (obere Grafik) oder durch Bestimmung
von PARP1 mit Hilfe der Westernblotanalyse (untere Grafik). Hierbei diente Tubulin als
Ladungskontrolle. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache Caspase-Aktivitat und wurden
normiert auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
sechs unabhangigen Versuchen durchgefiihrt in  Doppelbestimmung; *p<0.05. Die

Westernblotanalyse steht reprasentativ fir drei unabhangige Versuche.
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3.7. Der Apoptose sensitivierende Effekt von Trigonellin ist abhangig
von Nrf2 und proteasomaler Genexpression

Um zu klaren, ob der durch Trigonellin erreichte Effekt der Apoptosesensitivierung
abhangig von Nrf2 und dessen induzierter proteasomaler Genexpression ist, wurden
Panc1 und MiaPaca2 Zellen fir weitere siRNA Experimente ausgewahlt.

Anhand der erhdhten Caspase 3/7-Aktivitat nach der Transfektion mit Nrf2-siRNA
konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitat der Panc1 Zellen flr TRAIL und Etoposid

induzierte Apoptose deutlich zunimmt (Abbildung 15a).
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Abbildung 15: Die Untersuchung der Caspaseaktivitat und PARP1-Spaltung
in Panc1 Zellen nach Nrf2 Knockdown und anschlieBender
Trigonellin-Gabe

Die oben genannten Zellen wurden mit Nrf2- und Kontroll-siRNA {ber den Zeitraum von 48 Stunden
behandelt. Dann wurden Panc1 Zellen fir 16 Stunden mit 0.01 uM Trigonellin behandelt gefolgt von
der Zugabe von 20 pug/ml Etoposid flr 24 Stunden oder 10 ng/ml TRAIL fiir sechs Stunden. Ein Teil
der Zellen blieb unbehandelt. A) Danach wurde die Apoptoserate anhand der Caspase-3/7-Aktivitat
gemessen. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache Caspase-Aktivitat und wurden normiert
auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte +/- Standardabweichung aus vier
unabhangigen Versuchen durchgefiihrt in Doppelbestimmung; *p<0.05. B) Gesamtzelllysate wurden
einer PARP1 Westernblot Analyse unterzogen zur Darstellung der Apoptose assoziierten PARP1

Spaltung und Generierung des 87 kDa Spaltproduktes. Tubulin wurde als Ladekontrolle detektiert.

Dartber hinaus konnte in den mit Nrf2 siRNA behandelten Zellen kein Einfluss von
Trigonellin auf die durch TRAIL und Etoposid induzierte Apoptose beobachtet werden.
Entsprechend blieb unter Einfluss der Nrf2-siRNA die Etoposid oder TRAIL induzierte

Caspase-3/-7 Aktivitat in Gegenwart von Trigonellin unverandert, nicht jedoch in
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Kontroll-siRNA behandelten Zellen wo Trigonellin eine deutliche Steigerung der
moderaten Caspaseaktivitaten bewirkte (Abbildung 15a). PARP1-Westernblots
bestatigten diese Nrf2-Abhangigkeit des Apoptose sensitivierenden Effektes von
Trigonellin in Panc1 Zellen (Abbildung 15b).

Gleichermalden zeigte sowohl der der Caspaseassay als auch der PARP1 Westernblot
eine Aufhebung des desensitisierenden Effektes von tBHQ in MiaPaca2 Zellen
gegenuber Etoposid oder TRAIL induzierter Apoptose (Abbildung 16), wenn zuvor
Nrf2-siRNA appliziert worden war. Unter diesen Bedingungen war wiederum kein

zusatzlicher Apoptoseschutz durch Trigonellin zu verzeichnen.
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Abbildung 16: Die Untersuchung der Caspaseaktivitat und PARP1 Spaltung
in MiaPaca2 Zellen nach Nrf2 Knockdown und im
Zusammenhang mit Trigonellin und tBHQ

Die oben genannten Zellen wurden mit Nrf2- und Kontroll- siRNA lber den Zeitraum von 48 Stunden
behandelt. Dann wurden MiaPaca Zellen zum Teil Uber den Zeitraum von 16 Stunden mit 50 yM
tBHQ behandelt oder blieben ohne dessen Zugabe. Dies erfolgte zum Teil mit zusatzlicher
Vorbehandlung durch 0.01 uM Trigonellin, was dann wiederum eine Stunde vor tBHQ hinzugefligt
wurde. Gefolgt wurde dies von der Zugabe von 20 ug/ml Etoposid fur 24 Stunden oder 10 ng/ml
TRAIL fur sechs Stunden. Ein Teil der Zellen blieb unbehandelt. A) Danach wurde die Apoptoserate
anhand der Caspase-3/7-Aktivitdt gemessen. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache
Caspase-Aktivitat und wurden normiert auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte
+/- Standardabweichung aus vier unabhangigen Versuchen durchgefihrt in Doppelbestimmung;
*p<0.05. B) Gesamtzelllysate wurden einer PARP1 Westernblot Analyse unterzogen zur Darstellung
der Apoptose assoziierten PARP1 Spaltung und Generierung des 87 kDa Spaltproduktes. Tubulin

wurde als Ladekontrolle detektiert.
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In analoger Weise wurden beide hier ausgewahlten Zelllinien auf ihr Apoptose-
verhalten und den Einfluss von tBHQ und Trigonellin nach Transfektion mit s5a und
alphab-siRNA untersucht.

Mittels Caspase-3/-7Aassay konnte gezeigt werden, dass die mit s5a- und alpha5-
siRNA transfizierten Panc1 Zellen einen Anstieg der Apoptoserate nach TRAIL und
Etoposidbehandlung im Vergleich mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen aufweisen.
Die Zugabe von Trigonellin konnte in Gegenwart der s5a- und alpha5-siRNA keine
weitere Verstarkung der TRAIL und Etoposid induzierten Caspase-3/-7-Aktivtat
bewirken, wie das in Kontroll-siRNA behandelten und gleichzeitig Apoptose

resistenteren Panc1 Zellen der Fall war (Abbildung 17a).
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Abbildung 17: Die Caspaseaktivitat und PARP1 Spaltung in Panc1 Zellen
nach Behandlung mit siRNA gegen proteasomale Gene

Die oben genannten Zellen wurden Kontroll-, s5a- oder alpha-5-siRNA Uber den Zeitraum von 48
Stunden behandelt. Dann wurden Panc1 Zellen fir 16 Stunden mit 0.01 uM Trigonellin behandelt
gefolgt von der Zugabe von 20 ug/ml Etoposid fir 24 Stunden oder 10 ng/ml TRAIL fir sechs Stunden.
Ein Teil der Zellen blieb unbehandelt. A) Danach wurde die Apoptoserate anhand der Caspase-3/7-
Aktivitat gemessen. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache Caspase-Aktivitat und wurden
normiert auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
vier unabhangigen Versuchen durchgefiihrt in Doppel-bestimmung; *p<0.05. B) Gesamtzelllysate
wurden einer PARP1 Westernblot Analyse unterzogen zur Darstellung der Apoptose assoziierten
PARP1 Spaltung und Generierung des 87 kDa Spaltproduktes. Tubulin wurde als Ladekontrolle
detektiert.

Ebenso konnte in MiaPaca2 Zellen die durch tBHQ Vorbehandlung bewirkte Resistenz
gegenuber TRAIL und Etoposid induzierter Apoptose weitgehend aufgehoben werden,
wenn zuvor die Genexpression von s5a und alpha 5 durch siRNA Behandlung
unterdrickt wurde. Zudem reagierten die mit s5a- und alpha5-siRNA transfizierten

MiaPaca2 Zellen sehr viel weniger auf den re-sensitivierenden Effekt von Trigonellin
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auf tBHQ und dessen Schutz gegenuber Etoposid und TRAIL induzierter Apoptose
(Abbildung 18a).
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Abbildung 18: Die Caspaseaktivitat und PARP1 Spaltung in MiaPaca2 Zellen
nach Behandlung mit siRNA gegen proteasomale Gene

MiaPaca2 Zellen wurden mit Kontroll-, s5a- oder alpha-5-siRNA Uber den Zeitraum von 48 Stunden
behandelt, gefolgt von einer Behandlung mit 50 uM tBHQ fur 16h oder ohne. Dies erfolgte mit oder
ohne Vorbehandlung (1h) mit 0.01 uM Trigonellin. Gefolgt wurde dies von der Zugabe von 20 ug/ml
Etoposid fiir 24 h oder 10 ng/ml TRAIL fir 6h oder ohne diese. A) Danach wurde die Apoptoserate
anhand der Caspase-3/7-Aktivitdt gemessen. Die erhobenen Daten sind dargestellt als n-fache
Caspase-Aktivitat und wurden normiert auf den zellularen Proteingehalt. Reprasentative Mittelwerte
+/- Standardabweichung aus vier unabhangigen Versuchen durchgefiihrt in Doppelbestimmung;
*p<0.05. B) Gesamtzelllysate wurden einer PARP1 Westernblot Analyse unterzogen zur Darstellung
der Apoptose assoziierten PARP1 Spaltung und Generierung des 87 kDa Spaltproduktes. Tubulin

wurde als Ladekontrolle detektiert.
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PARP1 Westernblots zeigten anhand der unveranderten Intensitadt des 87 kDa
PARP1-Spaltproduktes gleichfalls den weitgehenden Verlust der Apoptose
sensitivierenden Eigenschaften von Trigonellin in Panc1 Zellen und in tBHQ
behandelten MiaPaca2 Zellen, wenn beide Zelllinien zuvor mit s5a oder alpha5-siRNA

behandelt worden waren.

Unter Einfluss der Kontroll-siRNA war hingegen in beiden Zelllinien eine deutliche
Steigerung der Etoposid oder TRAIL induzierten PARP1 Spaltung durch Trigonellin zu
beobachten (Abbildung 17b,18b).

3.8. Verstarkte Tumorreduktion durch kombinierte Behandlung mit

Trigonellin und Etoposid bei Colo357- und Panc1-Tumortragenden
SCID-Mausen

Die anhand der Zellkulturexperimente erhobenen Befunde zeigten eine Nrf2
hemmende Wirkung von Trigonellin, die sich u.a. in einer Unterdrickung der
Proteasomaktivitdt und davon bedingt in einer Sensitivierung von PDAC Zellen
gegenuber Apoptose manifestiert.

Um nun die Wirkung von Trigonellin auch in Hinblick auf das Tumorwachstum bzw. die
Chemosensitivitat dieser PDAC Zellen in einem komplexen Organismus zu
untersuchen, wurde nachfolgend auf ein subkutanes Tumor-Xenotransplantat-Modell
in weiblichen SCID-Mausen zurlckgegriffen. Hierfir wurden Colo357 und Panc1
Zellen subkutan in die rechte Flanke oberhalb des Femurs von jeweils 24 Tieren
inokuliert. Nach Erreichen von einer Tumorgrof3e von 5x5 mm2 (im Falle der Colo357
Zellen 3 Wochen nach Inokulation und im Falle der Panc1 Zellen 5 Wochen nach
Inokulation) wurden drei Behandlungsgruppen von je 8 Tieren gebildet, die einer
Kontrollbehandlung mit 0.9% NaCl-Lésung (Gruppe ), mit 10mg/kg KG Etoposid
(Gruppe 1) oder mit einer Kombination aus Etoposid und Trigonellin in der Dosierung
1mg/kgKG (Gruppe Ill) zugefihrt wurden. Die Gabe erfolgte jeweils durch
intraperitoneale Injektion, wobei an Tag 1 und 9 des Behandlungszeitraumes in
Gruppe | und Il zunachst jeweils 0.9% NaCl bzw. in Gruppe Ill zunachst 1mg/kgKG
Trigonellin appliziert wurden. An den Behandlungstagen 2,3,4,5,10,11,12 und 13
erfolgte dann die Applikation von 0.9% NaCl, 10mg/kg KG Etoposid allein oder die
Kombination von Etoposid und Trigonellin. Wahrend der Behandlung zeigten die Tiere
der Gruppen Il und Il zwischen Tag 6 und 15 eine leichte Fellveranderung und einen
maRigen Gewichtsverlust (8-12%), diese Phanomene waren jedoch innerhalb der

Woche bis Versuchsende weitgehend rtcklaufig.
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Bereits wahrend der Behandlung war bei den Mausen, die mit der Etoposid/Trigo-
nellin-Kombination behandelt wurden eine rasche Stagnation des oberflachlich

messbaren, d.h. palpablen, Tumorwachstums festzustellen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Wirkung einer Trigonellin/Etoposid Kombinationstherapie auf
das Wachstum von subkutanen Colo357 und Panc1 Tumoren
in SCID beige Mausen

SCID beige Mause, die durch Colo357 und Panc1 injizierte Zellen, subkutane Tumoren ausgebildet
hatten, wurden taglich vier Tage lang eine 0.9 % NaCl-Lésung injiziert (Gruppe 1) oder mit 10mg/kg
Koérpergewicht Etoposid behandelt (Gruppe Il). Eine dritte Gruppe (Gruppe Ill) erhielt eine
Kombination von 1 mg/kg Kérpergewicht Etoposid und Trigonellin. Wobei die Tiere der einzelnen
Gruppen jeweils am Tag zuvor entweder 0.9% NaCl oder Trigonellin erhielten. Nach drei Tagen
wurde die gleiche Behandlung erneut durchgeflihrt. Die Tumorentwicklung wurde in 2-tdgigem
Abstand kontrolliert und die Flache der palpablen Tumore wurde Uber den gesamten Zeitverlauf in 1
wochigem Abstand ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD, p<0,05. Die

Behandlungszeitraume sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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So war in Gruppe Il zwischen Tag 5 nach Behandlungs-beginn bis Versuchsende an
Tag 21 ein Persistieren der TumorgroRen von Colo357 bei 71 £ 21 mm2 und von
Panc1 bei 27 £ 14 mm2 zu beobachten. Hingegen zeigten wahrend und nach der
Behandlung die Tiere der Gruppe | eine fortschreitende Zunahme der palpablen
Colo357 und Panc1 Tumorgréfen, wobei zwischen Tag 8 nach Behandlungsbeginn
und dem Versuchsende jeweils eine Verdopplung von 84 + 36 mm2 auf 161 £ 76 mm2

bzw. von 48 + 17 mm2 auf 94 + 21 mm2 auftrat.
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Abbildung 20: Wirkung einer Trigonellin/Etoposid Kombinationstherapie auf
das Wachstum von subkutanen Colo357 und Panc1 Tumoren
in SCID Mausen

Am Ende des Experiments wurden nach Explantation das Volumen und Gewicht der frisch exzidierten
Tumoren ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung (n=8 pro Gruppe);
p<0.05.

Nach Abschluss des Versuchs betrug das Volumen der explantierten Colo357 und
Panc1 Tumore aus den Tieren der Gruppe | 671+318 mm® bzw. 328+203 mm?® (Ab-
bildung 20 links). Das Gewicht dieser Tumore aus der jeweiligen Gruppe | betrug
5491293 mg bzw. 220+118 mg (Abbildung 20 rechts). In den jeweiligen Gruppe Il
Tieren (Etoposid allein) betrug das Tumorvolumen 661+461 mm? bzw. 216+126 mm?

und das Tumorgewicht 536+264 mg bzw. 124174 mg. In den Gruppe Ill Tieren
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(Etoposid/Trigonellin Kombination) wurde ein Tumorvolumen von 391+155 mm® bzw.
113445 mm?® und ein Tumorgewicht von 336+136 mg bzw. 84+38 mg bestimmt.

Somit bestatigte sich der wahrend des Versuchs bereits beobachtete Reduktion des
Wachstums sowohl der Colo357 als auch der Panc1 Tumore in Gruppe Ill. Gegenuber
ersteren zeigten Panc1 Tumore eine partielle Remission durch die alleinige Etoposid-
Behandlung, die durch Trigonellin signifikant verstarkt wurde. Colo357 Tumore waren
hingegen vollstandig resistent gegenuber der alleinigen Etoposid-Behandlung und erst
die zusatzliche Gabe von Trigonellin vermochte hier einen deutlichen Remissionseffekt

Zu erzielen.

3.9. Der Einfluss von einer Trigonellin/Etoposid-Kombinationstherapie
auf die Nrf2 Aktivitat in Colo357 und Panc1 Tumoren

Nachfolgend wurde der Frage nachgegangen ob sich der chemosesitivierende Effekt
von Trigonellin auch in einer verminderten Nrf2 Aktivierung abbildet. Hierzu wurden
Kryostatschnitte von Colo357 und Panc1 Tumore der jeweiligen Behandlungsgruppen
einer immunhistochemischen Analyse unterzogen. Hierzu wurde eine
Antikoérperfarbung von P-Ser40-Nrf2 gewahlt, was der Tatsache Rechnung tragt, dass
das Erscheinen des phoshorylierten Nrf2 im Zellkern sehr spezifisch die Aktivierung
von Nrf2 widerspiegelt.

Wie in Abbildung 21 dargestellt ist, konnte in beiden Tumoren der Gruppe | eine starke
nukledre Farbung von P-Nrf2 nachgewiesen werden. Diese Farbung war zu 80% in
allen Colo357 bzw. Panc1 Zellen innerhalb des Tumors nachweisbar, Bestandteile des
Stromas, die murinen Ursprungs waren blieben negativ (der hier verwendete
Antikorper ist allerdings in der Lage auch murines P-Nrf2 zu detektieren).

In Gruppe Il zeigte sich bei den Colo357 Tumoren ein marginale Zunahme von
Tumorzellen mit erhdhter Nrf2-Aktivitat, in Panc1 Tumoren hingegen nahm die Zahl P-
Nrf2 positiver Zellen leicht ab. In letzteren zeigte sich stattdessen auch eine partielle
Umverteilung der P-Nrf2 Farbung von nuklear zu zytoplasmatisch. Der Grund hierfur
ist unbekannt.

In Gruppe lIl war bei beiden Tumoren Ubereinstimmend eine starke Reduktion der P-
Nrf2 Farbung zu erkennen. Diese offensichtliche Hemmung durch Trigonellin war v.a.

bei den ganzlich chemoresistenten Colo357 Tumoren (vgl. Gruppe Il) auszumachen.
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Abbildung 21: Einfluss der Trigonellin/Etoposid Kombinationstherapie auf

die Nrf2 Aktivitat in Colo357 und Panc1Tumoren

Die Gefrierpraparate von Tumoren wurden mit dem Antikérper Phospho-Nrf2 (Ser40) angefarbt, der

aktiviertes Nrf2 im Zellkern sichtbar macht. Reprasentative Bilder sind in der unteren Grafik gezeigt.

Die

im oberen Abschnitt gezeigte Auswertung bediente sich des unter Abschnitt 2.2.11

beschriebenen Scoring Verfahrens. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, p<0,05 (n=8 je Gruppe) .
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4. Diskussion

4.1. Chemoresistenz von Pankreaskarzinomzellen und die Bedeutung
von Nrf2

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC), charakterisiert durch sein rasches
und infiltrierendes Wachstum, zahlt noch immer zu den haufigsten Ursachen
krebsbedingter Todesfalle. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, befinden sich die
Patienten meist bereits in einem Stadium der Erkrankung, die nur noch palliativ zu
behandeln ist. Neben dem extrem schnellen und zugleich ausgedehnten Wachstum
der Tumorzellen sowie der ausgepragten Neigung zur Metastasierung, weisen die
malignen Zellen, die zumeist aus dem duktalen Epithel hervorgehen, eine hochgradige
Resistenz gegentber den bislang zur Verfligung stehenden Strategien von Radio- und
Chemotherapie auf (Wormann and Algul 2013, Stathis and Moore 2010).

Ursachlich fur diese ausgepragte Therapieresistenz sind neben Mutationen in
Protoonkogenen (K-Ras, B-Raf) oder Tumorsuppressorgenen (z.B. PTEN, p53) vor
allem Veranderungen in der Signaltransduktion und hierbei die Aktivitat von
bestimmten Transkriptionsfaktoren. So wurde beim Pankreaskarzinom in Verbindung
mit einem Resistenzphanotyp die konstitutive Aktivierung von NF-kappaB und NFAT
festgestellt (Arlt et al 2003, Arlt et al 2001, Arlt et al 2012, Arlt et al 2013, Schneider et
al 2005). In chemoresistenten PDAC Zellen liel sich zeigen, dass eine konstitutive NF-
kappaB Aktivierung vor Zytostatika wie Gemzitabin schitzt, indem hierdurch ein
potenter Apoptoseschutz vermittelt wird (Arlt et al. 2001, Muerkdster et al. 2003).
Interessanterweise ist eine solche Protektion nicht durch die induzierbar, das heif3t
durch das Zytostatikum selbst verursachte NK-kappaB Aktivitat festzustellen (Arlt et
al. 2003). Dies deutet auf komplexe Veranderungen auf Ebene diverser
Apoptoseregulatoren hin, die vornehmlich aus einer dauerhaften (konstitutiven) NF-
kappaB Aktivierung resultieren. Hier spielt sicher eine wesentliche Rolle, dass
unterschiedliche Mitglieder der NF-kappaB Proteinfamilie, hier vor allem solche der
Rel-Familie (RelA, c-Rel & RelB) an der Auspragung konstitutiver NF-kappaB-Aktivitat
beteiligt sind. Die Entstehung einer konsitutiven NF-kappaB-Aktivitat beruht u.a. auf
der para- und autokrinen Wirkung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFalpha
und IL-1beta (Arlt et al. 2002, Muerkoster et al. 2005). Diese sind bedeutender
Bestandteil von Tumor-Stroma-Interaktionen und tragen wesentlich zur malignen
Transformation des PDAC bei (Muerkdster et al. 2004).
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Gerade das PDAC ist durch sein ausgepragtes Stroma charakterisiert, in dem
reziproke Wechselwirkungen zwischen epithelialen Zellen und stromalen Zellen, vor
allem zwischen Myofibroblasten und Immunzellen wie Makrophagen, ganz wesentlich
zur Tumorigenese beitragen. Neben den proinflammatorischen Zytokinen spielt auch
oxidativer Stress wahrend solcher Tumor-Stroma-Interaktionen eine wichtige Rolle.
Entzindungszellen wie Makrophagen sezernieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
die auf die pramalignen und malignen Epithelzellen einwirken. Als ein wichtiger
Mechanismus der Adaptation der Epithelzellen an oxidativen Stress wird in diesen der
Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert. In erster Linie fuhrt Nrf2 hierbei zur Expression von
reduktiven (z.B. GCLC) und Phase-ll Enzymen (NQO1), aber auch von anderen
zytoprotektiven Genprodukten (s.u.). Eine wesentliche Schutzfunktion, die von Nrf2
ausgeht ist die Protektion vor oxidativ verursachter DNA-Schadigung und damit vor
Mutationen. Dies ist auch gegenlber chemischen Karzinogenen der Fall, so dass Nrf2
grundsatzlich als ein potentes Ziel in der Chemopravention angesehen wird (Kwak &
Hensler 2010, Hayes et al. 2010). Hierzu haben eine Vielzahl von Studien anhand von
Zellkultur und Tiermodellen zeigen kénnen, dass Nrf2 in der Tat die Entstehung von
Tumoren verhindern kann, beziehungsweise, dass das Fehlen von Nrf2 (knock-out
Mause) eine erhdhte Inzidenz von v.a. chemisch induzierter Tumore (AOM/Kolon,
Aflatoxin/HCC) zur Folge hat (Slocum & Hensler 2011). Hieraus entstand die Idee,
durch Verabreichung Nrf2 induzierender Agenzien, die Bildung bestimmter Tumore zu
verhindern. Eine ganze Reihe von Wirkstoffen sind hierzu praklinisch getestet worden,
unter Anderem tBHQ, SFN, Oltipraz, Protrandim, CDDO und Reseveratrol (Liu et al.
2009, Kumar et al. 2014). Alle diese zeigen Nrf2 aktivierendes und zytoprotektives
Potential, sowie in diversen Tiermodellen tumorpraventive Eigenschaften (Hayes et al.
2010). In ersten klinischen Studien zeigte sich jedoch kein nennenswerter Effekt
(Kensler et al. 2012). Stattdessen waren diverse Nebenwirkungen — z.B. Nephro- und
Hepatotoxizitaten — festzustellen (Zoja et al. 2014), die einen Einsatz der bislang
konzipierten Strategien Nrf2 abhangiger Chemopravention in Frage stellen.

Diese Infragestellung wird nun zunehmend auch dadurch genahrt, als dass inzwischen
die Tumor fordernden Eigenschaften zweifelsohne nachgewiesen sind (Lau et al 2008,
Sporn and Liby 2012, Zhang 2010, Sporn & Liby 2012, Geismann et al. 2014). Eine
wesentliche Eigenschaft von Nrf2 n diesem Zusammenhang ist dessen induktiver
Effekt auf die proteasomale Genexpression und hierlber auf die Proteasomaktivitat.

Hierdurch werden gerade malignen Zellen entscheidende Wachstumsvorteile
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verliehen, vor dem Hintergrund der Tatsache, dass viele regulatorische Signalwege in
Tumorzellen von einem hohen Protein-Turnover abhangig sind — z.B. NFKappaB
(durch IkBa) oder auch p53 (durch Mdm2). Entsprechend sind Tumorzellen stark von
einer hohen Proteasomaktivitat charakterisiert (Ren et al. 2000, Chen and Madura
2005, Rho et al. 2008, Arlt et 2009, Shaughnessy et al. 2011, Yuan et al. 2013) und
gleichzeitig potentiell hochsensitiv gegentber Proteasominhibitoren wie Bortezomib.
Als wesentlicher Resistenzmechansimus gegenuber diesen gilt auch hier die
Aktivierung von Nrf2 und zusatzlich auch von Nrf1 (Radhakrishnan et al. 2010).

Ein wichtige Folge der amplifizierten Proteasomaktivitat in Tumorzellen — wie auch
PDAC-Zellen — ist die Protektion vor Apoptose infolge der Heraufregulation NF-kappaB
induzierter Gene wie Mcl1 und clAP1 (Arlt et al. 2009) und entsprechend auch die
Entstehung von Chemoresistenz. Eine solche wurde entsprechend mit Nrf2 in diversen
Tumorentitaten in Zusammenhang gebracht darunter NSCLC, PCa, ECa und auch das
PDAC (Hong et al. 2010) beschrieben dies flir verschiedene PDAC Zelllinien wie
AsPC1, Panc1 oder Colo357. So sind diese Zelllinien in Abhangigkeit von Nrf2
resistent gegeniber Gemzitabin und Nrf2 entsprechend als wichtige Determinante der
Chemoresistenz auch beim PDAC anzusehen (Lister et al 2011). Vor diesem
Hintergrund sind daher Strategien in Betracht zu ziehen, die auf die Inhibition von Nrf2

in Tumorzellen abzielen und hierdurch deren Ansprechen auf Zytostatika erhdhen.

4.2. Strategien der Nrf2 Inhibition

Durch Einsatz verschiedener Nrf2 siRNA oder shRNAs konnte in mehreren Studien
gezeigt werden, dass die Aufhebung der Nrf2 Aktivitat in Tumorzellen zur
Sensitivierung gegenuber einer Chemo- oder Radiotherapie fuhrt. Dies wurde fur
Bronchial-, Zervix-, Endometrium-, Kolon-, Magen-, Prostata-, Cholangio- und
Leberzellkarzinome gezeigt, sowie auch fur das PDAC (Geismann et al. 2014, Ganan-
Gomez et al. 2013). Zumindest fur diese Tumorentitaten sollte eine Nrf2-Inhibition als
Therapiestrategie formuliert werden, um die entsprechenden Resistenzen gegenuber
Zytostatika wie z.B. Doxoxrubicin, Cisplatin 5-FU, Etoposid, CPT11 oder Gemzitabin
aufzuheben. Diesbezilglich waren zunachst vorhergehende Beobachtungen von
Relevanz nach denen Nrf2 einer negativen Kontrolle durch den Retinoidrezeptor
RARa/RXR unterliegt. Entsprechend vermag die Gabe von atRA als spezifischem
RARa Liganden die Aktivitat von Nrf2 zu inhibieren. Eine ahnliche negative Interferenz
wurde auch flr den Estrogen receptor related Rezeptor beta (ERRB) beschrieben.

Dies untermauert die potentielle Eignung von Nrf2 als zu inhibierendes Ziel in der
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Chemo- und Radiosensitivitat. Wegen ihrer Eignung in der klinischen Anwendung sind
pharmakologische Interventionsoptionen einer Nrf2 Inhibition zu bevorzugen, so dass
der Suche nach Nrf2 inhibierenden Substanzen grofes Augenmerk zukommt. Die
erste Generation solcher potentiellen Inhibitoren umfasste Luteolin (Tang et al. 2011)
und Trigonellin (Boettler et al 2011). Letzteres ist ein aus der Kaffeebohne
stammendes Alkaloid, Ersteres ein in Sellerie, Petersilie und grinem Paprika
vorkommendes Flavonoid. Zusammen mit atRA und einem neu etablierten Agonisten
fur ERRB, DY131 (Yu & Forman 2005), wurden Luteolin und Trigonellin in Bezug auf
ihre Nrf2 hemmende Potenz und ihre Wirkungen auf Proteasomaktivitat und

Apoptosefahigkeit in PDAC Zellen bzw. Tumoren eingehend untersucht.

4.2.1. Unterschiedliche Effizienz von Luteolin, Trigonellin, atRA und DY131 in
Bezug auf die Nrf2 Inhibition

Anhand der PDAC Zelllinien Colo357, Panc1 und MiaPaca2 sowie der pramalignen
Pankreasgangzelllinie HPDE wurde nach Erhebung des Nrf2 Status dieser Zelllinien
die Hemmeigenschaften der vier Substanzen getestet.

Mittels Westernblots zur Detektion des nuklearen Nrf2 Proteins und ARE-
Luziferaseassays wurden in Colo357 und Panc1 hdhere Basalaktivitdten von Nrf2
nachgewiesen als in MiaPaca2 und HPDE Zellen. Diese Befunde deckten sich mit den
Ergebnissen von Hong et al. 2010, und ahnlich wie von diesen publiziert, korrelierte
der Nrf2-Status mit der erhdhten Resistenz dieser beiden Zelllinien im Vergleich zu
MiaPaca2 und HPDE Zellen. In allen Zelllinien konnte gleichwohl durch die Gabe des
Nrf2 Aktivators tBHQ eine Verstarkung der Nrf2 Aktivitat erzielt werden und Uberdies
eine deutliche Steigerung der Resistenz gegenuber Zytostatika und TRAIL in den
MiaPaca2 du HPDE Zellen.

Die Testung der vier Substanzen in Colo357 und Panc1 Zellen bewirkte lediglich im
Falle von Trigonellin eine signifikante Hemmung der basalen wie auch tBHQ indu-
zierten Nrf2 Aktivitat und ebenso in MiaPaca2 und HPDE Zellen der tBHQ induzierten
Nrf2 Aktivitat. Interessanterweise war der Effekt von Trigonellin hinsichtlich seiner
Dosis-Wirkungsbeziehung biphasisch, indem zwischen 0.01 und 10 pM eine
zunehmende Nrf2 Inhibition auftrat, bei einer Konzentration tber 100 uM jedoch kein
Effekt mehr bestand. Offensichtlich geht von Trigonellin in hdherer Konzentration ein
divergierender Wirkmechanismus aus als bei niedriger Dosis, der moglicherweise

indirekt zur Induktion von Nrf2 beziehungsweise zur Aufhebung des inhibitorischen
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Effekts fuhrt. Diese Auffalligkeit in der Dosis-Wirkungsbeziehung wurde auch bereits

von Boettler et al (Boettler et al. 2011) beschrieben.

Nur in Colo357 Zellen zeigte die Behandlung mit atRA eine moderate Hemmung von
Nrf2, nicht jedoch in Panc1 Zellen. Der Grund fur die abweichende Wirksamkeit von
atRA ist dabei nicht der fehlenden Responsivitdt gegenliber Retinoiden oder der
Abwesenheit von RARalpha in Panc1 Zellen zuzuschreiben (Guo et al. 2006), sondern
unterliegt einer komplexen Modulation der Wirkung von Retinoiden, zum Beispiel
durch FABPS5 und CABP2 (Gupta et al. 2012). Dies beinhaltet auch die Bildung von
Homo- und Heterodimeren (RAR/RXR) von Retinoidrezeptoren, die unterschiedliche
Wirkungen gegenuber Nrf2 zeigen kénnen (Wang et al. 2008). Entsprechend ist flr
atRA auch eine gegenteilige, das heil3t Nrf2-aktivierende Wirkung, beschrieben
worden. Dies unterstreicht die Problematik des Einsatzes von Retinoidrezeptor-
Agonisten auch in Zusammenhang mit einer beabsichtigten Nrf2 Inhibition, da
Tumorzellen, einschlieldlich PDAC-Zellen (Bleul et al. 2014, Gupta et al. 2012) haufig
eine kompromittierte Wirkung von Retinoiden und erniedrigte Expressionslevel von
Retinoidrezeptoren zeigen. In H6c¢c7-Zellen (moderat inhibitorisch) und MiaPaca2
Zellen (kein Effekt) waren ahnlich abweichende Effekte von atRA auf die tBHQ
induzierte Nrf2 Aktivitat fest zu stellen (Daten nicht gezeigt), was daraufhin deutet,
dass insgesamt die Einsatzmdglichkeit von atRA als Nrf2-Inhibitor stark limitiert oder
sogar ganzlich ausgeschlossen zu sein scheint. Umgekehrt sind solche auf
Retinoidrezeptoren basierende Therapiekonzepte hinsichtlich ihrer Effizienz und
Toxizitdt durchaus auch vom Nrf2 Status abhangig. So konnte auch die
Retinoidtherapie bei gleichzeitiger Nrf2 Hemmung — zum Beispiel durch Trigonellin
(s.0) - in seiner Effizienz gesteigert werden.

Eine ebenfalls moderate Inhibition durch DY131 war in Colo357 und Panc1 Zellen
gleichermallen zu beobachten. In beiden Zelllinien war gleichwohl die Expression von
ERRP nicht nachweisbar und dartber hinaus zeigte sich kein Einfluss einer ERR[-
siRNA Vorbehandlung auf den Effekt von DY131 auf die Nrf2 Aktivitat (Daten nicht
gezeigt). Somit deutet einiges darauf hin, dass DY131 unabhangig von ERRB zur
Hemmung von Nrf2 fihren kann. Der zugrundeliegende Mechanismus ist
diesbezuglich jedoch vollkommen unbekannt. Darlber hinaus ist grundsatzlich der
Zusammenhang von Ostrogenrezeptoren und der Aktivitdt von Nrf2 sehr komplex.

Ostrogen ist durch verschiedene Vorgéange an der Karzinogenese beteiligt und es ist
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bekannt, dass oxidative Ostrogen-Metaboliten selbst reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) generieren (Gaikwad et al 2009) und somit die Karzinogenese direkt stimulieren
konnen. Durch die Induktion detoxifizierender Enzyme tragt Nrf2 wesentlich zur
Entgiftung dieser toxischen Agenzien und damit zur Tumorprotektion bei (Yao et al
2010). Hierbei kommt der differenziellen Wirkung der Ostrogenrezeptoren auf Nrf2
grole Bedeutung zu. Wahrend ERalpha in der Lage ist, Nrf2 Aktivitat zu inhibieren
(Ansell et al 2005), geht von ERbeta eine Nrf2-induzierende Wirkung aus (Gorrini et al
2014, Montano et al 2004, Zhang et al 2013).

Keine Wirkung auf Nrf2 ging von Luteolin aus, obgleich verschiedene Autoren eine
Nrf2 inhibierende und chemosesitivierende Wirkung fur diese Substanz berichtet
haben (Tang et al. 2011Chian et al. 2014, Sabzichi et al. 2014). Im Gegensatz dazu
ist aber auch ein Nrf2 aktivierender Effekt von Luteolin beobachtet (Lin et al. 2010, Xu
etal. 2014, Sun et al. 2012) und hierdurch eine entsprechend tumorpraventive Wirkung
beschrieben worden (Pandurangan et al. 2014). Darlber hinaus ist Luteolin in gleicher
Dosis bekanntermalien auch effektiv gegeniber anderen Signalwegen und
regulatorischen Proteinen. Hierzu zahlt beispielsweise der PI3K/Akt-Signalweg, p38
oder NFk-B (Park & Song 2013, Chen et al. 2013, Xia et al 2014). Somit kann das
Ausbleiben des Nrf2 inhibierenden Effektes von Luteolin in den hier getesteten
Zelllinien auf eine Uberlagerung der unterschiedlichen Effekte von Luteolin

zuruckzufihren sein.

4.2.2. Wirkungsmechanismus von Trigonellin in Bezug auf Nrf2 und die Nrf2-
abhangige Proteasomaktivitat
Die weitere Charakterisierung von Trigonellin hinsichtlich seiner Wirkungsweise auf
Nrf2 ergab zunachst, dass die Expression von Nrf2 selbst weder auf mMRNA noch auf
Proteinebene vermindert wurde. Dies unterscheidet Trigonellin von anderen Nrf2-
Inhibitoren wie auch Luteolin, das laut der Studie von Tang et al. direkt eine Reduktion
der Nrf2 mRNA bewirkt (Tang et al. 2011). Gleichwohl konnte der diesbezlgliche
Mechanismus bislang nicht geklart werden. In hoher Dosis ist zu einem solchen Effekt
auch Epigallocatechin 3-gallat in der Lage (Kweon et al. 2006) oder IM3829, eine vor
kurzem vorgestellte synthetische Substanz mit Nrf2 inhibierender Wirkung (Lee et al.
2012). Brusatol, ein ebenfalls pflanzlicher Wirkstoff fUhrt zu einer verstarkten
Polyubiquitinierung von Nrff2, was eine forcierte Nrf2 Degradation und damit
erniedrigte Nrf2 Expression bedingt (Ren et al. 2011). Der PI3K Inhibitor PIK-75 wurde
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kirzlich ebenfalls als Nrf2 Inhibitor beschrieben und als Sensitizer gegenlber
Gemzitabin in PDAC Zellen dargestellt (Duong et al. 2014). Die Autoren beobachteten
dabei eine Destabilisierung von Nrf2 auf Proteinebene, ein Effekt der auf den PI3K/Akt
Signalweg zurlckzufihren sein kdnnte. So fuhrt Akt zur Unterdrickung des nuklearen
Exportes von Nrf2 und Uber die Retention von Nrf2 im Zellkern damit indirekt zur
Erhéhung des Nrf2 Proteingehaltes (Kannan and Jaiswal 2006, Niture & Jaiswal 2009,
Niture 2011, Stachel et al. 2014).

Um zu Uberprufen, ob Trigonellin den nukledren Im- oder Export von Nrf2 und damit
dessen Aktivitat beeinflusst, wurde der Effekt von Trigonellin auf die nuklear-
zytoplasmatische Verteilung des Nrf2 Proteins in An- oder Abwesenheit des Crm1-
Inhibitors Leptomycin B untersucht. Hierbei lie3 sich kein Unterschied in der
Unterdrickung der nuklear-zytoplasmatischen Verteilung von Nrf2 durch Trigonellin
feststellen, wie auch kein Unterschied in der Suppression der Nrf2 induzierten
Luziferaseaktivitat. Auch bei zusatzlicher Gabe des Proteasominhibitors MG132 zur
Unterdrickung einer uber nukledres Keap1 bedingten Degradation von Nrf2 im
Zellkern (Kannan and Jaiswal 2006) blieb der unter Trigonellin zu beobachtende Effekt
auf die Menge an nuklearem Nrf2 unverandert. Diese Befunde wiesen darauf hin, dass
der Nrf2-inhibierende Effekt von Trigonellin auf eine Blockade des Imports von Nrf2 in
den Zellkern beruht. Hierfur sind posttranslationale Modifikationen von Nrf2
verantwortlich, vor allem die Ser-40 Phosphorylierung, durch welche Nrf2 in Keap1-
ungebundener Form vorliegt und einer Translokation in den Zellkern frei zuganglich
ist. Als hierfur verantwortliche Kinase ist PKC & identifiziert worden (Bloom & Jaiswal
2003), gleichwohl ist Trigonellin nicht zur direkten Hemmung von PKC & befahigt (H.
Schafer, unveroffentlichte Daten). Moglicherweise bewirkt Trigonellin eine Blockade

der Interaktion von PKC & mit Nrf2, was aber bislang noch eines Nachweises bedarf.

Als Konsequenz der verminderten Prasenz von Nrf2 im Zellkern der mit Trigonellin
behandelter H6c7 oder PDAC Zellen verringerte sich entsprechend auch die
transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen unter Kontrolle des Antioxdiant-Response-
Elements (ARE) oder auch Electrophil-Response-Element (EpRE). Daher war die
Expression von ausgewahlten Zielgenen wie GCLC sowohl basal (in Colo357 oder
Panc1 Zellen) als auch unter tBHQ-Behandlung (Miapca2, H6c7) durch Trigonellin
deutlich vermindert. Neben den antioxidativen Genen, die unter Kontrolle durch Nrf2

stehen, sind hierbei auch eine Reihe proteasomaler Gene zu nennen (Malhorta et al
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2009). Sowohl die Expression der insgesamt 14 Proteine (7 alpha und 7 beta Proteine)
der katalytischen 20S Untereinheit als auch 16 von 21 Proteinen der regulatorischen
19S Untereinheit des 26S-Proteasoms sind Uber das ARE durch Nrf2 induzierbar
(Kwak et al. 2003, Kwak et al. 2006, Arlt et al. 2009, Pickering et al. 2012). Dies hat
seine Bedeutung vornehmlich darin, dass unter Einfluss von oxidativem Stress ein
erhohter Bedarf an der proteolytischen Entfernung oxidierter Proteine besteht, was
weniger durch das 26S-Proteasom als durch die 20S Untereinheit geschieht (Davies
2001). Da Nrf2 selbst ein Ziel proteasomaler Degradation darstellt, ist vor allem die
kompromittierte Proteasomaktivitat infolge der oxidativen Schadigung bestimmter
proteasomaler Proteine ein wesentliches Feedback-Regulativ. So kommt es durch
oxidative Schadigung bestimmter Proteine der 19S Untereinheit (z.B: Rpt1, Rpn2) zur
Dissoziation des 26S-Proteasoms (Kurepa et al. 2008), wobei die freie 20S
Untereinheit lediglich zur Ubiquitin-unabhangigen, jedoch fir die Beseitigung oxidierter
(toxischer) Proteine essentiellen, Proteindegradation befahigt ist (Jung & Grune et al.
2013). Zugunsten dieser Detoxifikation sind hingegen die regulierten proteasomalen
Abbauwege unter Kontrolle der Polyubiquitinierung in ihrer Funktion beeintrachtigt.
Dies hat neben der Retardierung diverser Prozesse der zellularen Signalvermittlung
auch eine Depletion des freien Ubiquitins zur Folge, da dieses im Rahmen der 26S-
Proteasomaktivitdt durch die Prozessierungsschritte des polyubiquitinierten
Substrates in den Ubiquitinpool der Zelle zurtickgefuhrt wird.

Entsprechend seiner Nrf2-inhibierenden Wirkung fuhrte Trigonellin auch zur

Hemmung der Expression proteasomaler Proteine, wie in der vorliegenden Arbeit
exemplarisch flr das 19S Protein s5a und das 20S-Protein alpha5 gezeigt wurde.
Einhergehend damit bewirkte Trigonellin auch eine Reduktion der Proteasomaktivitat
sowohl in den nicht stimulierten, jedoch von Kkonstitutiver Nrf2 Aktivitat
charakterisierten Panc1 und Colo357 Zellen, als auch in tBHQ-stimulierten MiaPacac2
oder H6c7 Zellen. Die Nrf2 Abhangigkeit manifestierte sich dartber hinaus darin, dass
in Gegenwart von Nrf2 siRNA die Effekte von Trigonellin auf die Proteasomaktivitat
aufgehoben waren. Demgegenuber war Trigonellin diesbezlglich weiterhin von
Wirkung, wenn die PDAC oder H6¢c7 Zellen mit Nrf1 siRNA behandelt worden waren.
Da Nrf1 ebenfalls fur die Regulation der proteasomalen Genexpression verantwortlich
ist, insbesondere aber zum Erhalt basaler Proteasomaktivitat (Steffen et al. 2010)
weniger jedoch flr die stressadaptierte Proteasomaktivitat verantwortlich ist, greift

Trigonellin somit bei letzterem Uber eine Nrf2-Hemmung inhibitorisch ein.
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4.3. Trigonellin als Sensitizer gegeniiber Todesliganden und
Zytostatika

Als wesentliche Auswirkung der Nrf2 Inhibition durch Trigonellin war eine Verstarkung
der Apoptosesensitivitat der PDAC und der H6c7 Zellen zu vermuten. In der Tat war
in den Zelllinien mit erhdhter Nrf2 Basalaktivitat (Colo357 und Panc1) die Resistenz
gegenuber TRAIL deutlich héher als in MiPaca2 und H6c7 mit nur geringer Nrf2-
Basalsaktivitat. In letzteren Zelllinien wie auch in Colo357 und Panc1 Zellen war nach
Zugabe des Nrf2 Aktivators tBHQ entsprechend die Sensitivitat gegenuber TRAIL
induzierter Apoptose vermindert beziehungsweise die Resistenz weiter verstarkt. Auch
gegenuber Zytostatika war dies festzustellen, was anhand des Topoisomerase-2
Inhibitors Etoposid gezeigt werden konnte. Dessen Wirkung ist in PDAC Zellen durch
eine profunde Resistenz unterdrickt, erfahrt jedoch gegeniber anderen Zytostatika
wie Gemzitabin eine starker ausgepragte Steigerung in Gegenwart von Sensitizern,
wie dies in vergangenen Studien bereits flir Proteasominhibitoren oder den IKK
Inhibitor Sulfasalazin gezeigt wurde (Arlt et al. 2001, MUerkoster et al. 2003).

In Gegenwart von Trigonellin kam es in allen Zelllinien entweder in An- oder Ab-
wesenheit von tBHQ zu einer deutlichen Zunahme der TRAIL oder Etoposid
induzierten Apoptose beziehungsweise zur Unterdrickung der resistenzinduzierenden
Wirkung von tBHQ (MiaPaca2 und H6c7 Zellen). Als Parameter flr Apoptose wurden
zum einen die Aktivitat der Effektor-Caspasen Capsase-3 und -7 direkt gemessen,

zum anderen auch die Spaltung des Caspase Substrates PARP-1.

4.3.1. Aufhebung der Nrf2-bedingten Apoptoseprotektion durch Trigonellin
und Einfluss des Proteasomsystems
Die Nrf2 Abhangigkeit des Apoptose steigernden bzw. Resistenz verminderten
Effektes der Trigonellin Behandlung konnte durch eine zuvor vorgenommene Nrf2
siRNA nachgewiesen werden. Unter Suppression der Nrf2 Expression war die
Resistenz von Colo357 und Panc1 Zellen beziehungsweise der mit tBHQ behandelten
MiaPcac2 und H6c7 bereits deutlich unterdrickt und Trigonellin fihrte zu keiner
weiteren Sensitivierung. Demgegenuber war nach dem Silencing der Nrf1 Expression
keine Veranderung der Apoptoseverhaltens aller untersuchten Zelllinien zu
beobachten, was die Spezifitdt der Wirkung von Trigonellin bezlglich Nrf2
unterstreicht. Dies hatte sich bereits in Zusammenhang mit dem Effekt von Trigonellin

auf die Proteasomaktivitat gezeigt, so dass von letzterer in entscheidendem Malde die
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sensitivierende Wirkung von Trigonellin gegenuber Apoptose abhangen kénnte. Dies
wurde dadurch bewiesen, dass auch in Gegenwart spezifischer siRNAs gegen zwei
essentielle Untereinheiten des 26S Proteasoms - der katalytischen Komponente
alpha5 und der regulatorischen Komponente s5a — nicht nur eine Aufhebung der
basalen beziehungsweise tBHQ induzierten Apoptoseresistenz zeigte, sondern auch
eine Aufhebung des sensitivierenden Effektes von Trigonellin. Eine solche
Apoptosesensitivierung ist entsprechend auch mittels Proteasominhbitoren wie Mg132
oder Bortezomib zu erzielen deren hauptsachliche Wirkung diesbezlglich auf der
Blockade proteasomabhéniger Uberlebens- und Wachstumssignale, wie den IkB
a/NFKB Weg oder den Anaphase-promoting-complex. Da der durch Trigonellin
bewirkte Effekt auch gegentber TRAIL induzierter Apoptose besteht, ist durch diesen
Wirkstoff im Gegensatz zu den sensitivierenden Effekten anderer Nrf2 Inhibitoren
somit ein fundamentaler Apoptoseschutz aufgehoben. Als ein Einfluss Uber die
proteasomale Genexpression hinaus ist zudem die beobachtete Suppression weiterer
Nrf2-Zielgene aus der Gruppe anti-oxidativer (z.B. GCLC) oder Phase-ll Enzyme (z.B.
NQO1) als zusatzlicher Wirkmechanismus von Trigonellin gegenlber Zytostatika zu
vermuten. Ein weiterer antiapoptotischer Mechanismus der durch Nrf2 direkt induziert
werden kann, ist die Expression von Bcl2 und Bcl-xL. Durch die Auswirkung von Nrf2
auf die Proteasomaktivitat und dadurch auf NF-kB ist jedoch der direkte Effekt auf Bcl2
und Bcl-xL als gleichzeitige Zielgene von NF-kB vermutlich durch letzteres Uberlagert
(Arlt et al. 2009) und somit von untergeordneter Bedeutung. Durch seine nachweisliche
Wirkung auf die Nrf2 regulierte Proteasomaktivitat entfaltet sich das die
Chemoresistenz vermindernde Potential von Trigonellin somit auf einer eher
ubergeordneten Ebene, was die Wahrscheinlichkeit einer Manifestation von
kompensatorischen Mechanismen in Tumorzellen minimieren sollte.

Fir eine Reihe anderer Nrf2-hemmender Substanzen wurde hingegen ausschlief3lich
eine Unterdrickung der Detoxifikation von Zytostatika beschrieben. Das schon oben
erwahnte PIK-75 entfaltet seine Chemoresistenz aufhebende Wirkung in PDAC-Zellen
uber die verminderte Induktion des Multi Drug Resistance (MDR) Gens MRP5, das zur
Aufhebung der Wirkung von Gemzitabin fihrt (Duong et al. 2013). Uber MRP5 und
Aldoketoreduktase AKR1B10 wird offensichtlich auch die sensitivierende Wirkung der
kirzlich beschriebenen Nrf2-Inhibitoren Chrysin, Wogonin und Apigenin gegenuber
Doxorubicin in Leber- und Mammakarzinomzellen vermittelt (Gao et al. 2013a, Gao et
al. 2013b, Zhong et al 2013). Ein anderer Wirkstoff - das Brusatol - entfaltet in
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Lungenkarzinomzellen eine sensitivierende Wirkung gegenuber Cisplatin indem es
dessen Nrf2 abhangige Glutathion-Konjugierung und damit den zellularen Export
verhindert (Ren et al. 2011). Wahrscheinlich auf ahnlichen Effekten beruht die
sensitivierende Wirkung von Luteolin gegenlber Zytostatika wie Bleomycin, Oxaliplatin
oder Doxorubicin in Lungenkarzinomzellen und auch anderen Tumorzelllinien (Chian
et al. 2014, Sabzichi et al. 2014).

Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie mit Trigonellin fehlen fur die oben genannten
Wirkmechanismen der anderen Nrf2-Inhibitoren allerdings bislang ein direkter
Nachweis der mutmallich beteiligten Nrf2-Zielgene, z.B. anhand entsprechender
siRNA/shRNA- basierter Kontrollversuche analog zu den alpha5 und s5a siRNA
Versuchen mit Trigonellin. Flr andere Nrf2-Inhibitoren ist der genaue Mechanismus

einer verstarkten Therapieantwort bislang nicht bekannt, zum Beispiel fur IM3829.

4.3.2. Vorteile des Einsatzes von Trigonellin und Perspektiven auf diesem
Wirkstoff basierender Therapiestrategien in der Onkologie

Auch wenn die Dualitdt der Rolle von Nrf2 in der Tumorgenese nach wie vor
Gegenstand kontroverser Diskussion ist und obgleich Nrf2 als zu induzierendes Ziel
fur Praventionsstrategien potentiell geeignet erscheint, wird die Sicherheit einer
dauerhaften Applikation von Nrf2 Induktoren beim Menschen zunehmend in Frage
gestellt. Vielmehr besteht in einer fehlenden Regulation von Nrf2 auf Dauer ein
signifikantes tumorigenes Risiko so dass Praventionskonzepte kritisch zu hinterfragen
sind. Gesichert scheint diesbeztiglich, dass Nrf2 zur Konsolidierung eines malignen
Phanotyps maldgeblich beitragen kann (Shelton & Jaiswal 2013, DeNicola et al. 2011),
was vornehmlich auf den vielfaltigen zytoprotektiven Effekten beruht (s.o0.), die von
Nrf2 ausgehen und die sich Tumorzellen haufig zu eigen machen. Dies betrifft auch
die Resistenz gegenuber Zytostatika, die wie oben dargelegt Uber diverse Zielgene
von Nrf2 vermittelt wird, so dass Nrf2 Inhibitoren zweifelsohne von groRem Interesse
und entsprechend mittlerweile eine Vielzahl von Substanzen diesbezulglich untersucht
worden sind.

Ein Vergleich mit den anderen oben dargestellten Nrf2 inhibierenden Substanzen
zeigt, dass Trigonellin durch seine profunde Wirkung auf Nrf2 sowie die dadurch
bewirkte Blockade eines essentiellen Uberlebensmechanismus - die stressadaptierte
Proteasomaktivitat - von gleicher Effizienz bei der Aufhebung von Chemoresistenz ist.

Dies wurde nicht zuletzt im Mausmodell von Colo357 und Panc1 Tumoren
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eindrucksvoll belegt, wo Trigonellin das Ansprechen auf Etoposid dramatisch steigern
konnte, ohne selbst nennenswerte toxische Effekte zu offenbaren. Dies steht im
Einklang mit einer Vielzahl anderer Studien, die Trigonellin in vivo untersucht haben.
So konnte fur Trigonellin beispielsweise im Mausmodell eine schitzende Wirkung vor
einer diabetischen Hypertonie und hypertensiver Nephropathie gezeigt werden, die auf
einer Inhibition von Nrf2 beruht (Abdo et al, 2014). Ein wesentlicher Vorteil von
Trigonellin  ist zudem, dass der Wirkmechanismus hinsichtlich  der
Apoptosesensitivierung geklart werden konnte und daher auch etwaige
Resistenzphanomene, wie sie etwa fur Brusatol beschrieben wurden, (Ren et al 2011)
gegebenenfalls leichter erkannt werden kdnnen. Diese Ergebnisse unterstreichen die
Eignung von Trigonellin in Bezug auf seine gesteigerte Effektivitat der Anti-Tumor-

Antwort auf Chemotherapeutika.

Unter der MalRgabe, dass Nrf2 gerade bei ausgepragt chemoresistenten Tumorenti-
taten wie dem PDAC eine wichtige molekulare Determinante darstellt, die in >90% der
PDACs dereguliert ist, sollte eine Inhibition von Nrf2 zur Sensitivierung gegenuber
Zytostatika nachdricklich in Betracht gezogen werden (Hong et al. 2010, Lister et al.
2011). Da zudem der Zusammenhang von Malignitat und einer amplifizierten
Proteasomaktivitat ebenfalls sehr haufig in soliden Tumoren beobachtet wird,
Proteasominhibitoren gleichwohl ohne nachhaltige therapeutische Wirkung sind, stellt
die Inhibition von Nrf2 als wichtigem Regulator der proteasomalen Genexpression
einen bedeutenden Angriffspunkt von Trigonellin dar, der mit besonderer Effizienz
gerade maligne Zellen betreffen sollte. Hierdurch ist moglicherweise eine gute
Toleranz nichtmaligner Zellen gegenuber Trigonellin zu erklaren, die sich in der
fehlenden Toxizitat in den bislang erfolgten in vivo Testungen ausdrickt. So wurden
keine gegenteiligen Effekte beobachtet in zwei Studien am Menschen zur
verbesserten Behandlung von Diabetes und dem metabolischen Syndrom (Olthof et al
2011, van Dijk et al 2009). Somit erscheint eine rasche Testung von Trigonellin in
klinischen Studien zur verbesserten Chemotherapie bei PDAC Patienten sehr sinnvoll

und aussichtsreich.
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5. Zusammenfassung

Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) stellt, bedingt durch seine Resistenz
gegenuber Radio- und Chemotherapie, einen schwierig und wenig erfolgreich
therapierbaren Tumor dar. Durch seine ausgepragte Resistenz gegenlber einer
Vielzahl zytostatischer Medikamente, ist derzeit beim metastasierten bzw. lokal
fortgeschrittenen Pankreaskarzinom die Gemzitabin Monotherapie das Therapeutikum
der Wahl wodurch jedoch lediglich eine Prognose-verbesserung von 18-20% fur die 1-
Jahres-Uberlebensrate mdglich wird. Als Alternative wird derzeit bei Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom und gunstigem Risikoprofil eine Kombination von
5-FU/Folinsaure, Irinotecan und Oxaliplatin nach dem sogenannten FOLFIRINOX-
Protokoll angewendet werden. Das mediane Uberleben kann hierbei zwar von 6,8 auf
11,1 Monate verlangert werden, was hingegen mit deutlich erhdhter Toxizitat
einhergeht. Demzufolge ist die Erforschung der molekularen Vorgange in Pankreas-
karzinomzellen immer wieder Inhalt klinischer Studien, um flr die Zukunft geeignete
Therapien zu finden. Die ausgepragte Therapieresistenz des pankreatischen
Adenokarzinoms wird neben Mutationen in Protoonkogenen (K-Ras, B-Raf) oder
Tumorsuppressorgenen (z.B. PTEN, p53) vor allem durch Veranderungen in der
Signaltransduktion und hierbei die Aktivitat von bestimmten Transkriptionsfaktoren
verursacht. So wurde in malignen und pramalignen Pankreasepithelzellen die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 als wichtiger Mechanismus zur Adaptation
an oxidativen Stress identifiziert. Aufgrund der durch Nrf2 vermittelten Protektion
gegenuber zellularer Schadigung, aber auch Apoptose, ist Nrf2 wesentlich an
malignen Eigenschaften von Tumorzellen und deren Resistenz gegenlber
Chemotherapie beteiligt. Eine Verringerung des Aktivitatsniveaus von Nrf2 erscheint
somit als attraktiver Angriffspunkt, um die ausgepragte Chemoresistenz von PDAC
Zellen reduzieren zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst vier Substanzen mit beschriebener Nrf2
hemmender Wirkung (atRA, DY131, Luteolin und Trigonellin) in den PDAC Zellen
Panc1, Colo357 und MiaPcac2 sowie in der pramalignen Gangepithelzelllinie H6c7
vergleichend untersucht. Sowohl in den bereits durch hohe Nrf2 Basalaktivitat und
Chemoresistenz ausgewiesenen Panc1 und Colo357 Zellen als auch in Nrf2
induzierten (tBHQ Behandlung) und gegenuber Zytostatika desensitivierten MiaPaca2
und H6c7 Zellen zeigte Trigonellin im Vergleich zu atRa, DY131 und Luteolin die
grofldten Effekte auf die Reduktion der basalen bzw. induzierten Nrf2-Aktivitat. Dies



61

wurde durch Abnahme der nuklearen Nrf2 Expression und der Reduktion der Nrf2
abhangigen Promotoraktivierung (ARE-Luziferase) nachgewiesen.

Bei der Herausarbeitung des Wirkmechanismus von Trigonellin ergab sich, dass es zu
keiner Verringerung der Nrf2-Konzentration auf mRNA- und Proteinebene kommt.
Somit war zu Uberprufen, ob eine Hemmung der Nrf2-Aktivitat durch Trigonellin Folge
eines veranderten nuklearen Im- und Exportes von Nrf2 ist. Dazu wurde der Effekt von
Trigonellin auf die nukleare und zytoplasmatische Verteilung des Nrf2-Proteins
uberpruft. Durch Leptomycin B, einem Inhibitor des nukledren Crm1 Exportproteins,
welches Nrf2 zusammen mit Keap1 aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert, liefl3
sich kein Unterschied in der nuklear/zytoplasmatischen Verteilung oder in der
Suppression der ARE Luziferaseaktivitat von Nrf2 unter Trigonellin feststellen. Ebenso
blieb der Effekt von Trigonellin auf die Menge des nuklearen Nrf2 Protein nach Zugabe
des Proteasominhibitors MG132, der die Degradation von zuvor exportiertem Nrf2
Protein verhindert, unverandert. Dies deutete eindeutig daraufhin, dass die Nrf2-
inhibierende Wirkung von Trigonellin auf einer Blockade des Imports von Nrf2 in den
Zellkern beruht. Eine weitere wichtige Wirkung von Trigonellin infolge der Hemmung
der Nrf2-Aktivitat war eine Suppression der Expression von s5a und alpha 5, beides
Zielgene von Nrf2 sowie wichtige Bestandteile des 26S-Proteasoms und damit der
Proteasomaktivitat. Die Spezifitat dieses Effektes wurde mit Hilfe von siRNA deutlich
gemacht. Bei den mit Nrf2-siRNA stimulierten Zellen blieb ein Effekt auf die
Proteasomaktivitat nach der Trigonellinbehandlung aus.

Durch diese Nrf2- und Proteasom-hemmende Wirkung bedingt Trigonellin weiterhin
eine deutlichen Apoptosezunahme von PDAC und H6c¢7 unter Einfluss von TRAIL und
dem Zytostatikum Etoposid (mit dem erfahrungsgemaR die groten Wirkungen in
sensitivierten PDAC Zellen erzielt werden), wie anhand der Aktivitat der Effektor-
Caspasen Capsase-3 und -7 und der Spaltung des Caspase Substrates PARP-1
bestatigt wurde. Auch die Apoptose steigernden Effekte durch Trigonellin wurden mit
Hilfe von siRNA auf eine Nrf2 Abhangigkeit Uberprift. So fluhrte Trigonellin nach
Suppression der Nrf2 Expression zu keiner Sensitivierung der PDAC und H6c¢7 Zellen.
In ahnlicher Weise unterlag der Apoptose fordernde Effekt von Trigonellin einem
Einfluss einer Behandlung mit siRNAs gegen s5a und alpha 5. Die hiermit
nachgewiesene Wirkung von Trigonellin auf eine durch Nrf2 regulierte
Proteasomaktivitat machte deutlich, dass Trigonellin direkt auf die Chemoresistenz der

PDAC und H6c¢7 Zellen einwirken kann. Dies konnte auch durch Versuche an
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Mausmodellen eindrucksvoll bestatigt werden, bei denen subkutan inokulierte Colo357
und Panc1 Tumore nach der Kombinationsbehandlung mit Etoposid und Trigonellin
eine signifikante Remission zeigten, was bei der alleinigen Etoposidtherapie nicht der
Fall war.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die in vielen malignen Tumorentitaten, so auch im
Pankreaskarzinom, dysregulierte Nrf2-Aktivitat als wichtiger Angriffspunkt hinsichtlich
der Aufhebung von Chemosensitivitat angesehen werden kann. Somit erscheint eine
Modulation der Aktivitat mit Nrf2 hemmenden Substanzen wie Trigonellin als eine
aussichtsreiche Strategie zur Steigerung der Effektivitdt einer Therapie des

Pankreaskarzinoms.
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9. Anhang
9.1. Anhangl

A) Colo357 Panc1

w/o

tBHQ

Trig+
tBHQ

B) H6c7 MiaPaca2
: . .
- - .
Trig+
tBHQ

Abbildung I: Nachweis des nuklearen Nrf2-Proteins durch
Immunfluoreszenzfarbung

Nachweis nuklearen Nrf2-Proteins durch Immunfluoreszenzfarbung gegen Nrf2 (rot) und

Gegenfarbung mit dem Hoechst DNA-Farbstoff (blau). Dargestellt ist eine Farbung von auf
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Deckglaschen ausgeséaten und nachfolgend mit tBHQ (50 uM, 8h) behandelten bzw. unbehandelten
A) Panc1 und Colo357 sowie B) MiaPaca2 und H6c¢7 Zellen in An- oder Abwesenheit von 0,5 uM

Trigonellin. 40 x VergréRerung

9.2. Anhangll

mm CO SiNA
0.0045, — Nrf1 siRNA
0.004 | ® Nrf2 siRNA

0.0035
0.003
0.0025
0.002
0.0015
0.001
0.0005

Nrfl mRNA Gehalt
(normalisiert gegen Aktin)

MiaPaca2 Colo357 Panc1 H6¢c7

mm co SINA
0.012 y — Nrf1 siRNA
mm Nrf2 siRNA

0.01
0.008

0.006

Nrf2 mRNA Gehalt
(normalisiert gegen Aktin)

0.004

0.002

MiaPaca2 Colo357 Panc1 H6c7

Abbildung IlI: Nachweis der Effizienz von Nrf1- und Nrf2-siRNA anhand qPCR
Nachweis der Effizienz der Nrf1 und Nrf2 siRNAs in Colo357, Panc1, MiaPaca2, HPDE Zellen anhand
gPCR unter Verwendung von TBP mRNA zur Normalisierung. Analysiert wurden die mRNA-Gehalte
von Nrf1 und Nrf2 nach 48h-stliindiger siRNA-Behandlung.
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