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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC)

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Obwohl das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) mit einer steigenden Inzidenz von etwa
15/100.000 Einwohnern in Deutschland die dritthdufigste bosartige Tumorerkrankung des
Verdauungstraktes darstellt und mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von 8 % die schlechteste
aller Karzinome besitzt, hat sich, trotz intensiver wissenschaftlicher Bemiihungen und zahl-
reichem Erkenntnisgewinn auf zelluldrer Ebene, die Uberlebensrate in den letzten 20 Jahren
kaum verandert [1-3]. Dies zeigt die noch immer bestehende Machtlosigkeit und Notwen-
digkeit der intensiven Erforschung dieser hochmalignen Erkrankung.

Trotz des geringen Lebenszeitrisikos von 1,6 % stellt das PDAC die vierthdufigste tumorasso-
ziierte Todesursache dar. Da die Krankheit zum Diagnosezeitpunkt in der Regel schon weit
fortgeschritten ist und daher fiir 80 % der Patienten nur noch ein palliativer Eingriff in Frage
kommt, ist die Zahl der Neuerkrankungen der Sterberate immer noch nahezu gleichzusetzen
[3, 4]. Die Ursache dafir liegt in der friihen lymphogenen und hamatogenen Metastasierung
und in der spaten Manifestation klinischer Symptome, welche dariiber hinaus recht unspezi-
fisch sind und meist zu einer spaten Diagnosestellung fiihren. Dazu gehoren Beschwerden,
die denen einer differentialdiagnostisch auszuschlieRenden chronischen Pankreatitis (CP)
sehr dhnlich sind, wie unspezifische Oberbauchschmerzen, Appetit- und Gewichtsverlust,
Ubelkeit und Riickenschmerzen. Ein schmerzloser Ikterus wird bei einem GroRteil der Patien-
ten allerdings erst im Spatstadium manifest [5]. Der langjdhrige aktive und passive Konsum
von Tabakwaren gilt als einer der gesicherten Risikofaktoren und ist ursachlich fiir ca. 30 %
der PDAC-Erkrankungen [5, 6]. Patienten mit einer langandauernden CP haben ein 17-fach
erhohtes Risiko, an einem PDAC zu erkranken [7, 8]. Ferner steigt das Erkrankungsrisiko mit
erhohtem Lebensalter (durchschnittliches Erkrankungsalter: 71 Jahre bei Mannern, 75 Jahre
bei Frauen), hohem Alkoholkonsum, erhdhter Kalorienzufuhr bei einer Adipositas mit einem
Body-Mass-Index > 30 kg/m?, bei manifestem Diabetes mellitus Typ II, familidrer Pradisposi-
tion und zystischen Neoplasien des Pankreas [5, 9]. Zu den wenigen protektiven Faktoren
scheinen der regelmaRige Konsum Vitamin C-reicher Kost in Form von Friichten und Gemise

und der Verzicht auf Alkohol zu zdhlen [4, 10, 11].
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1.1.2 Therapie und Herausforderungen

Wie bereits erwahnt besitzt das PDAC eine dulRerst schlechte Prognose. Weniger als 20 % der
Patienten kommen fiir die einzige potentiell kurative Therapie, die RO-Resektion, also eine
operative Entfernung der Raumforderung im Gesunden, in Frage, da zum Diagnosezeitpunkt
in der Regel schon Fernmetastasen vorhanden sind [12]. Voraussetzung fiir eine solche RO-
Resektion ist die Tumorlokalisation im Pankreaskopf, welche klinisch in Form eines schmerz-
losen lkterus auffallen kann. Bereits vorhandene Metastasen und GefaReinbriiche stellen
hingegen Kontraindikationen dar. Als Operationsverfahren kommen die totale Pankreatek-
tomie, Pankreatikoduodenektomie oder die ,,Kausch-Whipple-Operation” in Frage, wobei die
Eingriffe durch die posteriore Lage und die enge Nachbarschaft der Bauchspeicheldriise zu
wichtigen anatomischen Strukturen wie Zwolffingerdarm, extrahepatischen Gallengangen,
Arteria mesenterica superior und Pfortader zusatzlich erschwert werden [1]. Die , kurativen”
Therapieverfahren resultieren aufgrund der dennoch hohen Rezidivrate in einer 5-
Jahresiiberlebensrate von nur 10 %, welche aber im Vergleich zum mittleren Uberleben von
6 Monaten bei palliativer Therapie bereits ein deutlicher Zeitgewinn ist. Die palliative Thera-
pie erfolgt symptomorientiert, wobei die Erhaltung der Kontinuitdat oder Umleitung der Gal-
lenwege und Magendarmpassage im Vordergrund stehen [6].

Ein etwas besseres Langzeitliberleben konnte durch adjuvante oder neoadjuvante Chemo-
oder Strahlentherapie erzielt werden und ist daher Bestandteil der S3-Leitlinie zur Therapie
des PDAC [11]. Darliber hinaus ist das desmoplastische Stroma an der Vermittlung der gerin-
gen Chemosensitivitat des PDAC ursachlich maRgeblich beteiligt, die unter anderem gegeben
sein kann durch die raumliche Isolation des Primarius einerseits oder durch die erhéhte Akti-
vitat des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells (NF-kB) andererseits [13, 14]. Trotz der geringen Chemosensitivitat wird die postopera-
tive Verabreichung von Gemcitabin oder 5-Fluoruracil/Folinsdure empfohlen [11]. In der pal-
liativen Situation erwies sich neben der Kombination von Gemcitabin und Erlotinib jlingst
auch die Kombination von 5-FU/Folinsadure, Irinotecan und Oxaliplatin (FOLFIRINOX) und die
Kombination von Gemcitabin und Paclitaxel als gering lebenszeitverlangernd [15, 16]. Eine

Indikation zur Strahlentherapie besteht beim PDAC weiterhin nicht.
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1.1.3 Pathogenese und K-ras-Mutation

Der Gberwiegende Teil der malignen Raumforderungen des Pankreas hat seinen Ursprung im
exokrinen Driisengewebe. Dazu gehoéren das intraduktale papillar-muzindse Karzinom, das
Azinuszellkarzinom, das muzindse Zystadenokarzinom und das PDAC, welches mit 90 % den
mit Abstand haufigsten Vertreter dieser Gruppe darstellt [1].

Als am besten charakterisierte und wichtigste Vorlauferlasionen des PDAC gelten die pan-
kreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN-1 bis -3), welche typische dysplastische his-
topathologische Merkmale aufweisen. Wahrend PanIN-1-Lasionen (Abbildung 1 b) nur ein
geringes Risiko der malignen Entartung bergen und ab dem 40. Lebensjahr in einem Grofteil
der Bevolkerung nachweisbar sind, gelten PanIN-2-Ldsionen (Abbildung 1 c) als Startpunkt
progressiver neoplastischer Veranderungen, welche tber die PanIN-3-Lasion (Abbildung 1 d,
auch als Carcinoma in situ bezeichnet) letztlich zum invasiven Karzinom fiihren (Abbildung 1
e) [17]. Weitere neoplastische Vorlauferlasionen des Pankreas sind die intraduktal-papillar-
muzinose Neoplasie (IPMN), die muzinds-zystische Neoplasie (MZN) und die atypisch flachen

Lasionen (AFL) [18].
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der histopathologischen Veranderungen auf dem Weg der Karzinoge-
nese des PDAC. Zunehmender Dysplasiegrad von (a) nach (e). (a) Normales gesundes Pankreasepithel, (b) Pa-
nIN-1 a und b, (c) PanIN-2, (d) PanIN-3 bzw. Carcinoma in situ, (e) Karzinom. Modifiziert nach [19].

Mit steigendem Dysplasiegrad steigt auch die Haufigkeit typischer genetischer Mutationen,
die zum Fortschreiten der Erkrankung beitragen. Mit einer Haufigkeit von lGber 85 % gilt die
aktivierende Punktmutation im Protoonkogen K-ras als wichtigstes molekularbiologisches
Ereignis in frihen Stadien, wie dem PanIN-1-Stadium des humanen PDAC [6]. Das K-ras-

Protein ist eine GTPase, welche als zentrales Regulatorprotein fungiert und Einfluss auf

3
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Wachstum und Differenzierung von Zellen ausiibt. In dem im PDAC mutierten K-ras-Gen ist

zu 98 % das Codon G12 durch eine Punktmutation betroffen (K-ras®'?°

). Die GTPase ist
dadurch kontinuierlich aktiv und setzt Signalwege in Gang, die denen einer Entziindung oder
Fibrose ahnlich sind und in PanIN-Lasionen zur spontanen Entartung fihren kénnen [20].

. . . G12D
Ferner wurde im Mausmodell gezeigt, dass mutiertes K-ras

zur Hochregulation von Anti-
oxidantien fihrt (u.a. ber Nuclear factor E2-related factor 2 [Nrf2], siehe 1.3.2), welche fir
die Detoxifikation von Reactive Oxygen Species (ROS, siehe 1.3.1) zustdndig sind. Anhand des
durch K-ras induzierten Glutamin- und Fettsdauremetabolismus werden Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH) und reduziertes Glutathion bereitgestellt, welche fiir die ROS-
Detoxifikation essentiell sind. Der verminderte ROS-Spiegel und der modifizierte Metabolis-
mus flhren zu einem ,reduzierten” intrazellularen Milieu, was einen wichtigen Schritt in der
pankreatischen Karzinogenese darstellt. Niedrige ROS-Level kénnen so zur onkogenen K-ras-

vermittelten PDAC-Entstehung beitragen (Abbildung 2) [21]. Zudem trdgt eine manifeste

Mutation im K-ras-Gen zur Vermittlung von Invasivitat und Metastasierung bei [22].

Nrf2-abhingige ROS-
Detoxifikation

PaniN, mUthisDr- NADPH/ ,reduziertes” intra- PDAC-Entstehung
tes K-ras Glutathion zelluldres Milieu und Progression

Glutamin-/Fett-
sdure-Metabolismus

Abbildung 2. Beitrag der K-ras®**°-Mutation zur pankreatischen Karzinogenese. Mutiertes K-ras®**® in PanIN-
Lasionen aktiviert die Nrf2-abhdngige ROS-Detoxifikation, welche auf das Vorhandensein von reduziertem
Glutathion angewiesen ist. Dies wird ebenfalls durch mutiertes K-ras®*?® anhand der Bereitstellung von NADPH
via Verstoffwechselung von Glutamin oder Fettsduren generiert. Durch niedrige ROS-Level wird ein ,reduzier-
tes” intrazelluldres Milieu hergestellt, welches den malignen Entartungsprozess beglnstigt. Modifiziert nach
[21].

Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass K-ras-Mutationen unter anderem durch
die persistente Aktivierung der Raf-MEK-ERK-Kaskade in der Initiation, Aufrechterhaltung
und Metastasierung des PDAC eine entscheidende Rolle spielen [23, 24]. Daher ist die Muta-
tion haufig Zielstruktur neuer Therapieversuche in der Behandlung des PDAC. Aufgrund der
zelluldaren Heterogenitiat des humanen PDAC ist die im Mausmodell beobachtete K-ras-

Abhangigkeit jedoch nicht ohne Einschrankungen auf den Menschen (ibertragbar [25, 26].

4
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Zusatzlich kommen im weiteren Verlauf der Krankheit haufig Mutationen in Tumorsuppres-

. . INK4A
sorgenen hinzu, wie z.B. p16

(CDKN2A), Smad4 und p53 sowie eine erhohte Aktivitat des
ubiquitdaren Transkriptionsfaktors NF-kB [27]. Letzterer ist im PDAC konstitutiv aktiv und ist
an der Erlangung der Chemoresistenz und der Fahigkeit zur Metastasierung und Angiogene-
se maRgeblich beteiligt [14, 28].

PDAC-Zellen 16sen typischerweise eine Umstrukturierung des umliegenden Bindegewebes,
die sogenannte desmoplastische Stromareaktion, aus. Durch autokrine Sekretion von
Wachstumsfaktoren (u. a. Transforming Growth Factor-betal [TGF-B1], siehe 1.2.4) kommt
es zur starken Vermehrung von Fibroblasten und Myofibroblasten. Die von ihnen intensiv
produzierte extrazellulare Matrix (Kollagen-l und -lll, Fibronektin), die Ansammlung von
Lymphozyten, Makrophagen, Stammzellen und Nervenfasern flihren letztlich dazu, dass das
nicht-neoplastische desmoplastische Stroma grofer ist als der eigentliche Anteil an Tumor-
zellen [13, 29]. Diesem entziindlichen Tumorbett, welches in dhnlicher Weise auch in den
prakanzerdsen PanIN-Ldsionen zu finden ist, wurde ein entscheidender Beitrag zur Prolifera-

tion, Invasion, Metastasierung, Angiogenese und Chemoresistenz von PDAC-Zellen zugewie-

sen [30, 31].

1.2 Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT)

1.2.1 Eigenschaften epithelialer und mesenchymaler Zellen

Epithelien sind grenzbildende Gewebe, die zusammen mit der bindegewebigen Lamina prop-
ria die Mukosa bilden. Sie bedecken alle Kérperoberflachen und kleiden die Hohlrdume und
Driisen des Korpers aus, indem sie einen flachigen Zellverbund hochdifferenzierter, polar
gebauter Zellen formen, die die gewebespezifischen Aufgaben erfiillen [32]. Typisches Cha-
rakteristikum sind die ausgepragten Zell-Zell-Kontakte, die den sogenannten Schlussleisten-
komplex bilden. Dazu gehoren die Adharenskontakte, Tight Junctions, Gap Junctions und
Desmosomen [33, 34]. Die sich dadurch ergebende Barriere gegeniiber mechanischen Rei-
zen und Diffusion stellt einen wesentlichen Schutzmechanismus des Képers vor dulleren
Umwelteinflissen dar. Die durch die Tight Junctions gebildete Zonula occludens verleiht
Epithelzellen ihre typische Zellpolaritat. Uber den basolateralen Pol wird die Verankerung
auf der extrazellularen Basalmembran sichergestellt und die extrazellulare Matrix sezerniert.
Auf der gegenliberliegenden Seite bildet der apikale Zellpol die Abgrenzung gegen das duRe-
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re Milieu. Er ist ggf. fur die Sekretion von Drisenprodukten verantwortlich und/oder besitzt
spezielle Differenzierungen wie Mikrovilli [35, 36]. Das membranstandige E-Cadherin ist als
Bestandteil der Adharenskontakte und Desmosomen der wichtigste epitheliale Proteinmar-
ker. Uber Catenine fungiert es als Verbindungsstiick zum intrazelluldren Aktin-Zytoskelett.
Die Verbindung zu benachbarten Zellen wird iber Immunglobuline hergestellt. Dariiber hin-
aus sind die Biomarker Occludin, Claudin und Zytokeratine typischerweise mit dem epithelia-
len Phanotyp assoziiert [37].

Mesenchymale Zellen hingegen sind weitaus weniger differenziert, haben eher eine unter-
stitzende Funktion fiir das restliche Gewebe und sind als Zellen des embryonalen Keimblatts
ontogenetischer Ursprung einer ganzen Reihe hochdifferenzierter Zellen [32, 35]. Sie zeigen
sich unter Kulturbedingungen als vornehmlich spindelférmige, fibroblastenahnliche Zellen,
welche einzeln liegen und lediglich fokale Zell-Zell-Kontakte in Form von Gap Junctions auf-
bauen [38]. Eine apikal-basolaterale Polaritdt und Kontakt zur Basalmembran bestehen
nicht. Unter anderem dadurch besitzen sie eine hohe Motilitdt und Plastizitat [39]. Als wich-
tige mesenchymale Marker gelten das mesenchymale Intermediarfilament Vimentin, Fib-

ronektin, a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) und N-Cadherin [40].

1.2.2 Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) und Mesenchymal-Epitheliale Transition
(MET)

Die Tatsachen, dass Zellen im menschlichen Korper viele unterschiedliche Differenzierungen
aufweisen und alle Zellen von nur einer befruchteten Eizelle abstammen, machen Vorgange
notwendig, die Zellen einen Wechsel zwischen verschiedenen Differenzierungsstufen ermég-
lichen [41]. Im Jahre 1982 wurde erstmals die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT)
beschrieben, ein wichtiger Erklarungsansatz, wie Zellen die Plastizitat erlangen, einen epithe-
lialen Phanotyp zugunsten mesenchymaler Eigenschaften aufzugeben. Es wurde herausge-
funden, dass dieser Prozess nicht nur wahrend der Gastrulation in der Embryogenese statt-
findet, sondern auch in adulten Zellen im Rahmen der Wundheilung, Organfibrose, Karzino-
genese und Metastasierung induzierbar ist [32, 36].

Die Ausloser dieses Prozesses sind sehr vielfaltig. Beispielhaft zu nennen sind Komponenten
der extrazellularen Matrix wie pankreatische Myofibroblasten (PMF), Kollagen oder Hyalur-

onsaure, Wachstumsfaktoren wie die Mitglieder der TGF-Superfamilie (u.a. auch TGF-B1)



1 EINLEITUNG

sowie Hypoxie und oxidativer Stress. Bei der EMT kommt es (ber intrazelluldre Signalkaska-
den, beispielsweise liber die Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, SIP1, ZEB2 und Twist, zu den
im Folgenden beschriebenen Veranderungen [39, 40, 42-44].

Der Verlust von E-Cadherin ist eines der pragnantesten friihen Anzeichen fiir den Ablauf der
EMT. B-Catenin, als dessen intrazellulare Domane, transloziert in den Zellkern, wo es EMT-
aktivierende Transkriptionsfaktoren induziert. Dies fiihrt, zusammen mit der Aktivierung von
membranstdandigen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen an der Zellmembran, zur Stabilisierung des
mesenchymalen Zustandes, welcher von einem Anstieg mesenchymaler Marker begleitet ist
(siehe 1.2.1). Ein weiteres bedeutendes EMT-assoziiertes Protein ist das Adhadsionsmolekil
L1CAM (CD171), dem eine PMF- und TGFB-1-abhangige Aktivierung in Pankreasgangepithel-
zellen und ein bedeutender Beitrag zur Initiation, Metastasierung und Chemoresistenz des
PDAC nachgewiesen wurde [45, 46]. Morphologisch kommt es im Folgenden zur Herauslo-
sung der verdanderten Zellen aus dem Zellverband und zum Verlust von Differenzierungs-
merkmalen, der Zellpolaritdt und des Kontaktes zur Basalmembran (Abbildung 3). Dariber-
hinaus erlangen Zellen im Zuge der Transition mesenchymale Eigenschaften, wie gesteigerte

Motilitat, Invasivitat und Apoptose- bzw. Chemoresistenz.

YLy )y
gy Ly

; ””“ﬂ/f\
O i

Mesenchymale Marker
Epitheliale Marker

Abbildung 3. Schematische Darstellung der zelluldaren Verdnderungen wahrend der EMT. Die Erlangung des
mesenchymalen Phanotyps ist gekennzeichnet durch den Verlust von Differenzierungsmerkmalen (Mikrovilli),
Zell-Zell-Kontakten, Zellpolaritdt und Kontakt zur Basalmembran. Damit einher geht der Verlust epithelialer
Marker zugunsten der Expression typischer mesenchymaler Marker wie z.B. Vimentin, Fibronektin, a-SMA und
N-Cadherin. Modifiziert nach [32].

Nach der raumlichen Dissemination verschmelzen und repolarisieren die mesenchymalen
Zellen erneut, um sekundares Epithel auszubilden. Dieser Vorgang, bei dem die Zellen wie-
der ihre urspriinglichen differenzierten Merkmale erlangen, ist das Gegenstiick zur EMT, die
sogenannte Mesenchymal-Epitheliale Transition (MET). Sie macht die Reversibilitat der EMT
deutlich und spielt ebenso eine wichtige Rolle in der Embryogenese. |hr Beitrag zur Karzino-

7
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genese bei der Metastasenausbildung ist wahrscheinlich, aber noch unzureichend beschrie-

ben [40, 41].

1.2.3 Rolle der EMT in der Karzinogenese

In Anbetracht der inflammatorischen Karzinogenese ist die EMT an den zwei wichtigsten
Prozessen, die fiir die krebsassoziierte Mortalitdat verantwortlich sind, mafligeblich beteiligt:
Die erhohte Motilitat und Invasivitait mesenchymaler Zellen flihrt zur metastatischen Disse-
mination, welche letztlich nach Progression zum Organversagen fihren kann; daneben ist
die Apoptoseresistenz mit der Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika ein Grund der ge-
steigerten Therapieresistenz der malignen Erkrankung [47]. Aus diesem Grund gehen Tumo-
re, die eine EMT durchlaufen haben, in der Regel mit einem kiirzeren metastasefreien Inter-
vall und einem schlechteren klinischen Outcome einher [40]. In der Karzinogenese des PDAC
ist die EMT daher eine plausible Erklarung fiir die friilhe metastatische Absiedlung und die
ausgepragte Chemoresistenz. Dies unterstiitzend konnten die EMT-assoziierten Proteine
L1CAM und B-Catenin nicht nur in PDAC-Zellen, sondern auch schon in Vorlauferldsionen
nachgewiesen werden [48, 49]. Neben dem PDAC wurde die EMT auch in anderen Tumoren,
unter anderem des Gastrointestinaltraktes, beschrieben, wie beispielsweise dem kolorekta-
len Karzinom oder dem Magenkarzinom [43]. Die oben genannten EMT-Regulatoren gelten
als vielversprechende therapeutische Angriffspunkte im Kampf gegen den Krebs. Probleme,
die sich dabei ergeben, sind jedoch die Ahnlichkeit mesenchymaler Zellen zu Stammzellen

und die Reversibilitdat der EMT sowie die damit verbundene lange Dauer der Therapie [40].

1.2.4 Transforming Growth Factor-betal (TGF-B1)

Dem zur Gruppe der Transforming Growth Factors (TGF) gehorenden TGF-betal (TGF-B1)
kommt neben seiner zentralen Rolle wahrend der Embryogenese eine bedeutende Rolle in
der Biologie adulter Zellen zu. Seine stark anti-proliferative Wirkung auf expandierende
epitheliale und neuronale Gewebe ist essentiell flir deren Homdostase und verhindert eine
unkontrollierte regenerative Zellproliferation, etwa nach Verletzungen oder Entziindungen.
Zusatzlich hat der ubiquitdr produzierte Botenstoff Einfluss auf die Zelldifferenzierung, die
Immunregulation und die Mikroumgebung aller Zellen des Kérpers. Seine Wirkung ist dabei
immer zelltyp- und kontextabhangig [50, 51]. Im gesunden Gewebe hat TGF-B1 daher eine

8
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tumorsuppressive Wirkung, welche vor einer malignen Entartung lberwunden werden
muss. Ist dieser Schritt einmal geschehen, so kehrt sich die einst anti-tumorigene Wirkung
um und der maligne Prozess wird TGF-B1-abhdngig vorangetrieben [52].

Wie auch seine beiden Isoformen TGF-B2 und TGF-B3 liegt das kurze Polypeptid TGF-B1 als
Homodimer vor und bewirkt nach seiner Aktivierung die Homodimerisierung zweier Rezep-
toren und der damit verbundenen Serin/Threonin-Kinasen (Typ |- und Typ II-TGF-B-
Rezeptoren). Im Folgenden kommt es nach deren Phosphorylierung zur Aktivierung intrazel-
luldrer Signalkaskaden, bei denen die phosphorylierten Proteine Smad2/3, entweder Smad4-
abhangig oder -unabhangig, die Transkription verschiedener Gene wie z.B. Vimentin im Zell-
kern induzieren. Zusatzlich kann TGF-B1 Uiber die Aktivierung des Mitogen-Activated Pro-
tein-Kinase-Weges (MAP-Kinase-Weg, z.B. liber p38, ERK, JNK) auch Smad-unabhéangige Wir-
kungen entfalten. Die im Rahmen dieser Signalkaskaden aktivierten Downstream-Effektoren
induzieren wiederum die Transkription weiterer Gene, wodurch ein TGF-B1-Stimulus mehre-
re hundert Zielgene gleichzeitig erreichen kann [53].

Durch mutagene Inaktivierung eines dieser Downstream-Effektoren oder eines Rezeptors
konnen die tumorsuppressiven Effekte des TGF-B1 umgangen werden und die verbleibenden
Effekte des Zytokins anschlieRend zum Vorteil des Tumors genutzt werden. Die vorherige
Unterdriickung der pramalignen Progression des TGF-B1 wendet sich folglich in der spaten
Phase der Karzinogenese grundlegend, weshalb das Polypeptid auch als ,zweischneidiges
Schwert” der Karzinogenese bezeichnet wird [54].

Deutlich wird dies am Beispiel des mutierten K-ras-Gens, welches die Aktivitat von Smad2/3
negativ beeinflusst und damit letztlich den Smad-abhangigen Weg des TGF-B1 unterdriickt
[55]. Dariiber hinaus gelten die Mitglieder der TGF-B-Familie als die am besten charakteri-
sierten Induktoren der EMT [40]. Besonders das vom Tumorstroma sezernierte TGF-B1 wirkt
auf die Zellen an der Tumorfront und resultiert in einem Verlust von Zell-Zell-Kontakten und
einer erh6hten Motilitdt [51]. Da dies wahrend der inflammatorischen Karzinogenese des
PDAC eine entscheidende Rolle spielt, liegt ein besonderer Fokus dieser Arbeit auf diesem
Wachstumsfaktor. Alterationen im TGF-B1-Signalweg resultieren somit auch im Rahmen der
Entstehung des PDAC in einer Dysregulation der tumorsuppressiven Effekte und im Folgen-
den in einem gesteigerten Tumorwachstum, der Erlangung der Invasionsfahigkeit, der Frei-
setzung autokriner Mitogene, der Umgehung des endogenen Immunsystems und der Disse-

mination und damit verbundenen Metastasierung bosartigen Gewebes [51, 56].
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1.3 Oxidativer Stress und Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)

1.3.1 Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) sind reaktionsfreudige, fiir den
Organismus toxische Derivate des Sauerstoffs, die durch dessen Reduktion etwa bei der Mik-
robenabwehr durch Makrophagen oder ubiquitér als Nebenprodukt der Atmungskette anfal-
len. Beispiele sind die radikalischen Hyperoxid-Anionen (O,") und Hydroxyl-Radikale (OH-),
welche Uber ein ungepaartes Elektron verfligen, oder die nicht-radikalischen Verbindungen
Wasserstoffperoxid (H,0,) und Ozon (Os3). Obwohl sie wichtige Funktionen in der Aufrecht-
erhaltung der physiologischen Integritat erfillen, bergen sie auch, vor allem in hohen Kon-
zentrationen, ein hohes pathophysiologisches Potential und leisten einen Beitrag zu ver-
schiedensten Erkrankungen sowie Alterungsprozessen des Korpers. Alle organischen Mak-
romolekile (z.B. Lipide, Proteine, DNA) kdnnen Ziel von ROS-vermittelten Oxidationsreaktio-

nen werden und somit den Erhalt der Zellfunktionen gefahrden [21, 57].

1.3.2 Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)

Die zellulare Abwehr von ROS mittels Antioxidantien, die durch konjugative Reaktionen die
Detoxifikation und Elimination derer bewirken, wird Gber ein komplexes feinabgestimmtes
Netzwerk intrazelluldrer Signalkaskaden reguliert. Elementarer regulatorischer Bestandteil
dieses Netzwerks ist der Transkriptionsfaktor Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2). Die-
ser bindet im aktiven Zustand an sog. Antioxidant Response Elements (ARE) und Electrophile
Response Elements (ERE), welche Bestandteil der regulatorischen Regionen von anti-
oxidativen und detoxifizierenden Genen sind, welche im Folgenden hochreguliert werden
[58, 59]. Nrf2 gehort zur Familie der Cap’n Collar Basic Region Leucine Zipper-
Transkriptionsfaktoren (bZIP) und reguliert sowohl die konstitutive als auch die durch oxida-
tiven Stress induzierte Expression von mehr als hundert verschiedenen Antioxidantien (z.B.
NADPH-Quinon Oxidoreduktase 1 [NQO1], Himoxygenase-1 [HO-1] und Glutamate-Cysteine
Ligase Catalytic Subunit [GCLC]) [60]. Gleichzeitig unterliegen eine Reihe von Phase II-
Enzymen, die fiir die anschlieBende Konjugation mit wasserldslichen Molekiilen und damit
flir die Elimination verantwortlich sind, der Regulation durch Nrf2 [61].

Nrf2 transloziert nach seiner Transkription und posttranslationalen Modifikation in den Zell-

kern, wo es nach Heterodimerisierung mit anderen bZIPs (c-JUN oder Musculo-Aponeurotic-
10
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Fibrosarcoma [MAF]) seine Rolle als Transkriptionsfaktor ausfiihrt [57]. Die kurze Halbwerts-
zeit von 15 Minuten ergibt sich aus der Interaktion mit seinem zytoplasmatischen Inhibitor
Kelch Like-ECH-Associated Protein 1 (KEAP1), welcher unter normalen, nicht-gestressten Be-
dingungen in das nukledare Kompartiment wechselt und mit Nrf2 einen Komplex tber dessen
Neh1-Domaéne bildet. Die anschlieBende Polyubiquitinierung von Nrf2 durch Cullin 3 / RING
box protein 1 (Rbx 1) findet nach der erneuten Translokation ins Zytoplasma statt und resul-
tiert in dessen proteasomalen Degradation. Dadurch wird eine unkontrollierte Akkumulation
und Uberschiefende Wirkung von Nrf2 verhindert (Abbildung 4 links) [58].

Steht die Zelle unter oxidativem, metabolischem oder xenobiotischem Stress, so kommt es
zur Modifikation von KEAP1 durch die anwesenden ROS. Seine an die Cysteine 251, 273 und
288 gebundenen Thiolgruppen werden dadurch redoxabhdngig modifiziert, sodass es zur
Dissoziation des Nrf2-KEAP1-Komplexes kommt. Die zytoplasmatische Translokation und
proteasomale Degradation bleiben aus und Nrf2 kann seine oben beschriebene Funktion im

Zellkern erfillen (Abbildung 4 rechts) [57, 58, 62].

SH SH S(R) S(R)

KEAP1

kein oxidativer Nrf2 oxidativer Stress
’ Stress (ROS [R-X]
Ubiquitinierung bzw. tBHQ)

und Degradation

Transkription v.a. anti-

oxidativ wirkender

ARE/ERE

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Regulation von Nrf2 durch KEAP1. Unter Normalbedingungen
kommt es nach Nrf2-KEAP1-Komplexbildung zur Polyubiquitinierung (Ub) und proteasomalen Degradation
(linke Seite). Bei oxidativem Stress (ROS) oder Anwesenheit von tBHQ werden die Thiolgruppen von KEAP1
redoxabhangig modifiziert (-S(R)) und der Komplex zerfallt. Nrf2 initiiert nach Heterodimerisierung mit anderen
bZIP-Transkriptionsfaktoren (hier exemplarisch MAF) die Transkription u.a. von Antioxidantien im Zellkern
(rechte Seite). Modifiziert nach [63].

Ein etablierter und auch im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Nrf2-Aktivator ist das tertidare
Butylhydroquinon (tBHQ). Es nutzt das beschriebene Phanomen der Nrf2-KEAP1-Interaktion

Uber Modifikation der Thiolgruppen an den Cysteinen 273 und 288 des KEAP1 aus. Im Fol-
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genden unterbleibt die Ubiquitinierung und es kommt zur zelluldaren Anreicherung von Nrf2
[64].

Durch die Abwehr potentiell kanzerogener Ereignisse wird Nrf2 als Tumorsuppressor gese-
hen, welcher die Karzinogenese in friihen Stadien verhindern kann. Aufgrund dessen ist Nrf2
eine vielversprechende Zielstruktur in der Chemopravention von malignen und chronisch
degenerativen Erkrankungen [65]. Nrf2 stellt also die Anpassung gesunden Epithels an chro-

nischen Stress dar und hat in diesem Zusammenhang durchaus positive Funktionen inne.

1.3.3 Nrf2 in der inflammatorischen Karzinogenese

Uberraschenderweise wurde in vielen Krebsentitdten, so auch dem PDAC, ein entscheiden-
der Beitrag des eigentlich zytoprotektiven Nrf2 zum malignen Progress nachgewiesen und
eine Korrelation zwischen seiner erhdhten Prasenz mit einem schlechten klinischen Outcome
einher [60, 66-69]. Die wesentliche Grundlage fiir die erhohte Nrf2-Aktivitat bietet das ent-
zlindliche Tumorstroma, in welchem oxidativer Stress gegeben ist. Nrf2 ist ein Protoonko-
gen, also eine Onkogen-Vorstufe, die durch genetische oder epigenetische Alterationen (z.B.
durch microRNA) in den mit ihm verknipften Signalkaskaden zum Onkogen transformieren
kann. Diese Mutationen betreffen meistens dessen Repressor KEAP1 oder Cullin 3, wodurch
es zu einer Desinhibition von Nrf2 kommt [70, 71].

Die Tatsache, dass Nrf2 eine onkogene Funktion besitzt, erscheint einleuchtend, da es be-
ziglich seiner zytoprotektiven Wirkung auch bei entarteten Zellen keine Ausnahme macht.
So ist das Protein, sowohl aufgrund seiner oben beschriebenen Induktion zytoprotektiver
Enzyme (z.B. NQO1 oder HO-1), als auch wegen des gesteigerten Effluxes durch den Einbau
von ABC-Transportern in die Zellmembran, Ursache der profunden Resistenz von PDAC-
Zellen gegeniiber Chemotherapeutika und Radiotherapie [61, 72-74]. Uberdies kommt es
mittels Interaktion von Nrf2 mit Onkogenen und Tumorsuppressoren wie mit K-ras, c-Myc
oder EGFR, als auch tiber einen verdnderten Metabolismus (Pentose-Phosphat-Weg, Gluko-
se-6-Phosphat Dehydrogenase) zu einer gesteigerten Proliferation und verstarktem Tumor-
wachstum. Weiterhin wird ein direkter aktivierender Zusammenhang zwischen der im PDAC
elementaren K-ras-Mutation und der erhéhten Nrf2-vermittelten ROS-Detoxifikation, welche

das Tumorwachstum begiinstigt, vermutet [21, 66] (siehe 1.1.3).
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Weitere Vorgange, die zur Etablierung eines malignen Phanotyps beitragen, sind die Nrf2-
vermittelte Apoptoseresistenz durch Induktion der Bcl-2- und Bcl-xL-Gene und Wechselwir-
kung mit p53 oder mit NF-«kB, die Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Signalwegs und der
Wechselwirkung mit dem TGF-B1-Signalweg durch direkte Hemmung von Smad3 [61, 75-78].
Resultat sind Zellen mit erhohter Fahigkeit zur Motilitdt, Invasion und Angiogenese. Aus-
schlaggebend scheinen dabei die hypoxischen Bedingungen in der Tumormikroumgebung zu
sein [79].

Zusammenfassend wird eine dem TGF-B1-dhnliche (siehe 1.2.4), kontext- und zeitabhangige
duale Rolle von Nrf2 im Kontext der inflammatorischen Karzinogenese postuliert. Auch zur
entzlindungsbedingten Entartung des Pankreas wird fiir Nrf2 ein wichtiger Beitrag beschrie-
ben. Wahrend die anti-tumorigenen Effekte in der friihen Phase der Tumorentstehung
scheinbar noch liberwiegen, profitieren bereits entartete Zellen von dessen Effekten in Form
von gesteigertem Wachstum, Uberleben, Tumorvaskularisation, Invasivitat und Metastasie-
rung. Aus diesen Griinden wird der Nutzen einer therapeutischen Modifikation dieses kom-
plexen Netzwerks bereits erforscht und kontrovers diskutiert. Der Einsatz von Nrf2-
Inhibitoren im pramalignen Stadium oder nach stattgefundener maligner Entartung erwies
sich dabei bis jetzt erfolgversprechender als die Nrf2-Aktivierung zur Krebspravention [57].
So waren Stoffe wie das vom Kaffee abstammende Alkaloid Trigonellin oder der PI3K-p110a-
Inhibitor PIK-75 gut vertraglich und befinden sich teilweise bereits in der klinischen Testpha-
se [73, 80]. Trotzdem bleibt ein langer Weg bis zur sicheren selektiven Therapie, da Nrf2 in
ein komplexes Netzwerk von Signalkaskaden eingebunden ist, welches bislang noch unzu-
reichend verstanden wird. Insbesondere miissen dafiir die Mechanismen und Umstande, die
zum ,,Switch von Nrf2 von einem anti- zu einem pro-tumorigenen Faktor fiihren, noch bes-

ser verstanden werden.
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Die inflammatorische Karzinogenese des PDAC beruht auf einer Vielzahl molekularer Ereig-
nisse und Signalkaskaden, die bisher noch nicht komplett verstanden sind. Die Bedeutung
einiger Meilensteine dieses komplexen Prozesses ist allerdings schon gesichert. Dazu gehort
die EMT und der damit verbundene Botenstoff TGF-B1 (siehe 1.2). Des Weiteren ist auch die
Mutation im Onkogen K-ras fiir die Pathogenese dieser Krebserkrankung von elementarer
Bedeutung (siehe 1.1.3). Im Fokus dieser Arbeit steht ein weiterer Prozess, der fiir die ent-
zindungsbedingte Entartung der Bauchspeicheldriise unabdingbar ist — der oxidative Stress
und der damit in enger Verbindung stehende Transkriptionsfaktor Nrf2 (siehe 1.3).

All diese Prozesse und Signalwege begegnen und beeinflussen sich gegenseitig an vielen Stel-
len der Karzinogenese. Jedoch ist bisher noch nicht ausreichend geklart, in welcher Form und
zu welchem Zeitpunkt dies auch im Fall der Karzinogenese des PDACs geschieht. Ziel dieser
Arbeit war es daher zu untersuchen, in welcher Weise mutiertes K-ras Einfluss auf die von
TGF-B1 und Nrf2 vermittelten Zellantworten in noch pramalignen Pankreasgangepithelzellen

hat. Folgende Fragen stellen sich in diesem Zusammenhang:

e Welchen Einfluss haben Nrf2 und TGF-B1 - allein und in Kombination - auf Zellwachs-
tum von Pankreasgangepithelzellen in Abhdngigkeit von mutiertem K-ras?
e Welchen Einfluss haben Nrf2 und TGF-B1 - allein und in Kombination - auf EMT und

Zellinvasion von Pankreasgangepithelzellen in Abhdangigkeit von mutiertem K-ras?

Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Versuchen mit der pramalignen humanen pankreati-
schen Gangepithelzelllinie HPDE (siehe 3.1.1), die entweder mutiertes K-ras exprimiert
(HPDE-kras) oder nicht (HPDE-pBp), durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mit TGF-B1 oder
dem Nrf2-Aktivator tBHQ stimuliert, um neben der oxidativen Zellantwort EMT-assoziierte
Verdanderungen, wie beispielsweise die Morphologie, die Expression verschiedener EMT-
Marker und die Invasion, aber auch das Zellwachstum durch Ermittlung der Proliferationsra-
te und des Apoptoseverhaltens zu untersuchen. Zusatzlich wurden diese Versuche unter
vermindertem oder erhdhtem Einfluss von Nrf2 wiederholt, um die Abhéngigkeit dieser Pro-

zesse vom zentralen Regulator der anti-oxidativen Zellantwort zu evaluieren.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

2.1.1 Sterilbdnke und Zubehor

HERA Safe
HERA Safe KS

Vakuumpumpe Laboport

2.1.2 Pipetten

Finnpipette 0,2-2 pul
Finnpipette 2-20 pl
Finnpipette 20-200 pl
Finnpipette 100-1000 pl
Pipetboy-acu

Ripette

2.1.3 Inkubationsgerate

BBD 6200 CO,-Inkubator
GyroTwister Schwanker

Hera Cell 240 Brutschrank
QBA1 Tisch-Inkubator

Stuart SRT9 Rollmixer

WNB 7-45 Wasserbad

WTC ED-53 Inkubationsschrank

2 MATERIAL

Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, D

Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D
Ingtegra-Biosciences, Fernwald, D

Ritter, Schwabmiinchen, D

Thermo Scientific, Schwerte, D
Labnet, Woodbridge, USA
Thermo Scientific, Schwerte, D
Grant, Cambridge, UK

Bibby Scientific Ltd., Stone, UK
Memmert, Schwabach, D

Binder Tuttlingen, D
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2.1.4 Zentrifugen

Heraeus Fresco 17
Heraeus Pico 17
Heraeus Multifuge X1
Rotina 420 T

Sprout mini centrifuge

2.1.5 Mikroskope

AE2000

Evos, Core

2.1.6 Wageinstrumente

Precisa BJ 2100D
Precisa XB120A

2.1.7 Messgerate

Fusion SL Detektionssystem

LightCycler 480 Il

Microplate Luminometer LB96V
NanoDrop Spectrophotometer 10-1000
Neubauer-Zahlkammer

pH 7110 pH-Meter

Sonicator Sonoplus

Surise Remote Control

2.1.8 Mischer

IKA Vortex Genius 3
PMS 1000 Microplate Shaker

2 MATERIAL

Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D
Thermo Scientific, Schwerte, D
Hettich, Tuttlingen, D

Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

Motic, Wetzlar, D
AMG, Bothell, USA

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH

Vilber Lourmat, Eberhardzell, D
Roche, Basel, CH

Berthold Technologies, Pforzheim, D
Peqlab, Erlangen, D

Marienfeld, Lauda-Koénigshofen, D
inoLab, Weilheim, D

Bandelin, Berlin, D

Tecan, Crailsheim, D

IKA-Werke, Stauffen, D

Grant bio, Essex, UK
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2.1.9 Westernblot-Analyse

CS-300V Powersupply
OmniPAGE VS10D Gelkammer

SD20 Semi Dry Maxi Transferkammer

2.1.10 Kiihlschranke

Kuhlschrank (4 °C)
Tiefkhler (-20 °C)
Tiefkiihler HERAFreeze Basic (-80 °C)

2.2 Computerprogramme
Fusion CAPT Software 16.06
Lightcycler480 Software
Magellan V6.4

Microsoft Office

WinGlow

2.3 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml / 2 ml ReaktionsgefilRe

15 ml / 50 ml R6hrchen

20 pl / 200 pl / 1000 pl Pipettenspitzen

25 pl /50 pl / 100 pl Ritips

5ml /10 ml /25 ml serologische Pipetten
6-/ 12- / 24- / 96-Well-Flachbodenplatten
24-Well-TranswellEinsatze 8 um Porengrole
75 cm? Zellkulturflaschen
96-Well-PCR-Platten (weiR)

CryoPure GefaR 1,0 ml weil

Deckglaser Cover Slip, 18 mm, Starke 1, rund

Nitril-Untersuchungshandschuhe

2 MATERIAL

Cleaver Scientific, West Sussex, UK
Cleaver Scientific, West Sussex, UK

Cleaver Scientific, West Sussex, UK

Liebherr, Ochsenhausen, D
Liebherr, Ochsenhausen, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Vilber Lourmat, Eberhardzell, D

Roche, Basel, CH

Tecan, Crailsheim, D

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Berthold Technologies, Bad Wildbad, D

Eppendorf, Hamburg, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Ritter, Schwabmiinchen, D

Greiner Bio-one GmbH, Frickhausen, D
Greiner Bio-one GmbH, Frickhausen, D
Greiner Bio-one GmbH, Frickhausen, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Roche, Basel, CH

Sarstedt, Nimbrecht, D

Thermo Scientific, Schwerte, D

Ansell GmbH, Braunschweig, D
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Parafilm ,M*“

Serumpipette 153 mm, lang
Wattestabchen
Whatman-3MM Filterpapier

Westran® Clear Signal, Pore Size 0,45 um

2.4 Chemikalien

Aceton zur Analyse

AEC Substrat Chromogen Ready-to-Use
6-Aminocapronsaure
Ammoniumperoxodisulfat
Aprotinin

B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin, Fraktion V
Clarity Western ECL Substrat

DTT

EDTA

EnVision + System-HRP anti mouse
Essigsaure 10 %

Ethanol

Fotales Kalberserum (FKS)

HEPES

Kaiser’s Glyceringelatine

KCl

Kollagen Typ | (Kalbshaut)
Kristallviolett-Losung

L-Glutamin

LightCycler 480 SYBR Green | Master
Mayer’s Haemalaun

Methanol

NaCl

2 MATERIAL

Brand GmbH + CO KG, Wertheim, D
Greiner Bio-one, Frickhausen, D
NOBA Verbandmittel Danz, Wetter, D
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Dako Diagnostika, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Merck Millipore, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich

Merck Millipore, Darmstadt, D
Biomol, Hamburg, D

Bio-Ras Laboratories, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Dako Diagnostika, Hamburg, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck Millipore, Darmstadt, D
Biochrom, Berlin, D

Biochrom, Berlin, D

Waldeck GmbH, Miinster, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Walter CMP, Kiel, D

PAA, Pasching, A

Roche, Basel, CH

Applichem, Darmstadt, D

Th. Greyer GmbH, Renninigen, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
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Opti-MEM® | Medium
PageRuler

PBS
Penicillin-Streptomycin
PMSF
Rinderhypophysenextrakt
Rotiphorese Gel 40
RPMI 1640 Medium
SDS ultra-pure

TEMED

tBHQ

TGF-B1

Tris Puffer
Trypsin-EDTA

Tween 20

Wasserstoffperoxid 30 % (stab.) zur Analyse

2.5 Rezepturen

2x-Laemmli-Puffer

10x TBS

Blot-Puffer A

Blot-Puffer B

2 MATERIAL

Life Technologies, Darmstadt, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
PAA, Pasching, A

PAA, Pasching, A
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Life Technologies, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
R&D Systems, Wiesbaden, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
PAA, Pasching, A

Serva, Heidelberg, D

Chemsolute, Renningen, D

128 mM Tris-Base
4,6 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerol
pH 7,6

20 mM Tris-Base
140 mM NacCl

pH 7,6

300 mM Tris-Base
20 % (v/v) Methanol
pH 11

25 mM Tris-Base

20 % (v/v) Methanol
pH 10,6
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Blot-Puffer C

Blotto

EMSA |-Puffer

EMSA [I-Puffer

Kristallviolettlosung

TBS-Tween (TBS-T)

Westernblot Sammelgel

2 MATERIAL

25 mM Tris-Base
20 % (v/v) Methanol
40 mM Aminocapronsaure

pH 10,6

5 mg Milchpulver

100 ml TBS-T (1X)

5 ml HEPES 10 mM (pH 7,9)
0,3728 g KCI 10 mM

0,2 ml EDTA 0,2 mM

0,5ml DTT 1,0 mM

2,5 mlI PMSF 0,5 mM

10 pg/ ml Aprotinin (frisch zusetzen)
10 ml| HEPES 20 mM (pH 7,9)
11,68 g NaCl 0,4 M

0,2 ml EDTA 0,2 mM

0,5ml DTT 1,0 mM

2,5 ml PMSF 0,5 mM

10 pg/ml Aprotinin (frisch zusetzen)
300 mg Kristallviolett

6 ml Ethanol 2 % (v/v)

300 ml Boratpuffer (0,1 M; pH 8,5)
100 ml TBS (10X)

1000 pl Tween 20

ad 1000 ml Aqua dest.

0,75 ml Aqua dest.

312,5 pl Tris-Puffer pH 6,8

162,5 pl Acrylamid 30 % (w/v)
6,75 pl APS-Lésung 10 % (w/v)
1,25 pl TEMED
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Westernblot Trenngel (10 %)

Westernblot Farbpuffer

2.6 Kits

Caspase-Glo® 3/7-Assay

Effectene® Transfection Reagent
HiPerFect® Transfection Reagent
Proteinassay DC

peqGOLD Total RNA Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

2 MATERIAL

2,5 ml Aqua dest.

1,5 ml Tris-Puffer pH 8,8

2 ml Acrylamid 30 % (w/v)

22 pl APS-Losung 10 % (w/v)
4,4 ul TEMED

2,5 % (v/v) Mercaptoethanol
0,005 % (w/v) Bromphenolblau

in 2x-Laemmli-Puffer

Promega, Mannheim, D

Quiagen, Hilden, D

Quiagen, Hilden, D

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D
Peqlab, Erlangen, D

Thermo Scientific, Schwerte, D
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2.7 Antikorper

Primarantikorper

anti-E-Cadherin

anti-HA

anti-HSP90

anti-Ki-67
anti-L1CAM (9.3)
anti-Nrf2

anti-phospho38
(p38)

anti-phospho-
Smad3 (C-Terminus)
anti-total38
(anti-t38)
anti-total-Smad2/3
(anti-t-Smad2/3)

anti-Vimentin

Donor

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Ziege

Maus

Verdiinnung

1:1000

1:2000

1:2000

1:125

1:1000

1:2000

1:1000

1:500

1:1000

1:200

1:50

Solvens

5 % BSA/TBST

Blotto

Blotto

5 % BSA/TBST

Blotto

Blotto

5 % BSA/TBST

Blotto

5 % BSA/TBST

Blotto

Blotto

2 MATERIAL

Hersteller, Ort, Land
Cell Signalling,
Danvers, MA, USA
Sigma-Aldrich,
Miinchen, D

Santa Cruz Biotechno-
logy, Heidelberg, D
BD Bioscience,
Heidelberg, D

*

Abcam, Cambridge,
MA, USA

Cell Signalling,
Danvers, MA, USA
R&D Systems,
Wiesbaden, D

Cell Signalling,
Danvers, MA, USA
Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Heidelberg, D
Santa Cruz Biotechnol-

ogy, Heidelberg, D

* generiert und zur Verfligung gestellt durch Prof. Dr. Gerd Moldenhauer, DKFZ Heidelberg

Sekundarantikorper

anti-Kaninchen

anti-Maus

anti-Ziege

Donor

Ziege

Pferd

Esel

1:2000

1:2000

1:2000

Verdiinnnung Solvens

Blotto

Blotto

Blotto

Hersteller
Cell Signalling,
Danvers, MA, USA
Cell Signalling,
Danvers, MA, USA
Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Heidelberg, D
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2.8 Primer

Primer

E-Cadherin

HO-1

L1CAM

NQO1

Nrf2

Slug

TBP

Vimentin

2.9 siRNAs

siRNA

control siRNA

Sequenz

Forward: 5-TCT TCC CCG CCC TGC CAA TC-3*
Reverse: 5-GCC TCT CTC GAG TCC CCT AG-3*
Forward: 5-TCC GAT GGG TCC TTA CAC TC-3’
Reverse: 5’-TAA GGA AGC CAG CCA AGA G-3'
Forward: 5-TCA CGG GCA ACA ACA GCA ACT-3f
Reverse: 5-CGG CTT CCT GTC AAT CAT GCT-3¢
Forward: 5-AAA TCC TGG AAG GAT GGA AG-3'
Reverse: 5'-TTG TCA GTT GGG ATG GAC TT-3*
Forward: 5-TTT GAG GAT TCC TTC AGC AG-3*
Reverse: 5'-GCA TGC TGT TGC TGA TAC TG-3/
Forward: 5-ATA TTC GGA CCC ACA CAT TAC CT-3*
Reverse: 5-GCA AAT GCT CTG TTG CAG TGA-3'
Forward: 5-GCT GGC CCA TAG TGA TCT TT-3¢
Reverse: 5-CTT CAC ACG CCA AGA AAC AG-3*
Forward: 5-TGG CAC GTC TTG ACC TTG AA-3'
Reverse: 5-GGT CAT CGT GAT GCT GAG AA-3/

Hersteller

Qiagen, Hilden, D

2 MATERIAL

Hersteller

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Goéttingen, D

Biometra, Gottingen, D

Biometra, Gottingen, D

Paul Nioi, Thousand Oaks, CA, USA

Nrf2 siRNA Qiagen, Hilden, D
2.10 Plasmide

Plasmid Hersteller
Nrf2-HA

pcDNA3.1

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
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3 METHODEN
3 METHODEN

3.1 Zellkulturmethoden und Viabilitdtsbestimmungen

3.1.1 Zelllinien

Fir die Experimente wurde eine nicht-maligne humane pankreatische duktale Epithelzelllinie
verwendet, welche unter dem Namen HPDE gefiihrt wird [81, 82]. Diese Zelllinie entstammt
dem normalen Pankreasgewebe einer erwachsenen 63-jahrigen Frau, deren Pankreas-
schwanz auf Grund eines Zystadenokarzinoms resiziert werden musste. Reprasentative Pro-
benentnahmen des Resektionspraparates bestatigten das Bild einer Pankreatitis bzw. nor-
malen pankreatischen Gewebes. Es bestehen demnach keine Anzeichen fiir Malignitat. Dar-
Uber hinaus sind in diesen Zellen keine Genmutationen nachgewiesen worden, welche mit
der Entstehung eines PDAC assoziiert werden (z.B. Smad4, p53, p16). Somit tragen die Zellen
auch die Wildtypform des Protoonkogens K-ras. In der Immunzytochemie sind HPDE Zellen
positiv fur die Cytokeratine 7, 8, 18 und 19, negativ fiir das p53-Protein und stellten sich in
einem Zeitraum von 6 Monaten als nichttumorigen in Nacktmausen heraus. Die Zellen wur-
den mit einem retroviralen Vektor, welcher das E6/E7-Onkogen des humanen Papillomavi-
rus-16 tragt (HPV16-E6E7), transduziert und somit immortalisiert. Um eine Zelllinie zu gene-
rieren, die mutiertes K-ras exprimiert, wurden HPDE-pBp Zellen mit dem retroviralen Vektor
pBABEpuro-K-ras4BGlZV transduziert. Die dadurch entstandene Zellinie HPDE-6c7eR-Kr
(HPDE-kras) weist im Vergleich zur Kontrollzelllinie HPDE-pBp eine hohere Aktivitat entspre-
chender K-ras-assoziierter Downstream-Effektoren (z.B. AKT, ERK und JNK) auf. Im Nackt-
mausmodell konnte in nahezu 50 % der Tiere nach subkutaner Injektion von HPDE-kras Zel-
len eine Karzinomentstehung beobachtet werden [83]. Ferner wurde im Folgenden die Zell-
linie HPDE-pBp mit dem retroviralen Kontrollvektor pBABEpuro transduziert, um sie als Kon-

trollzelllinie fir HPDE-kras Zellen verwenden zu kénnen.

Name Herkunft Referenz Transduktion
benignes Pankreas- Ming-Sound Tsao, HPV16-E6E7
HPDE-pBp
gangepithel Universitdt Toronto pBABEpuro
benignes Pankreas- Ming-Sound Tsao, HPV16-E6E7
HPDE-kras G12v
gangepithel Universitat Toronto pBABEpuro-K-ras4B
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3 METHODEN

Kultiviert wurden beide Zelllinien in einem Medium, welches aus einer 1:1 Mischung aus
RPMI-Medium und Keratinozytenmedium besteht und mit 0,5 % (w/v) L-Glutamin, 5 % (w/v)
Fotalem Kalberserum (FKS), 5 ng/ml Epidermal Growth Factor (EGF) und 50 pg/ml Rinderhy-
pophysenextrakt supplementiert ist (im Folgenden ,HPDE-Medium“ genannt). Die Kultivie-
rung in Zellkulturflaschen zur Zelllinienexpansion erfolge in HPDE-Medium, welches mit 0,5

ug/ml Puromycin versetzt war.

3.1.2 Kultivierung

Die Zelllinien wurden in fliissigem Stickstoff unter Zugabe von 10 % DMSO und FKS kryokon-
serviert und somit unbegrenzt haltbar gemacht. Um die Zellen in Kultur zu nehmen, wurden
sie in vorgewarmtem HPDE-Medium aufgenommen und anschlieBend bei 1200 U/Minute fir
5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nachdem der Uberstand mit dem zytoto-
xischen DMSO mit einer Vakuumpumpe abgesaugt wurde, konnte das Zellpellet in 10 ml
Puromycin-versetztem HPDE-Medium resuspendiert werden und in eine Polystyrol-
Zellkulturflasche mit 75 cm? Grundflache Uberfiihrt werden. Die im Rahmen der Zellkultivie-
rung durchgefiihrten Arbeitsschritte wurden unter einer Sterilbank mit autoklavierten Mate-
rialien durchgefiihrt, um die Kontamination mit Bakterien und Pilzen zu vermeiden. In der
Zellkulturflasche wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C Umgebungstemperatur, 5 %
CO, und 86 % Humiditat kultiviert.

Da die Zellen wahrend des Wachstums die im Medium enthaltenen Nahrstoffe verstoff-
wechseln und im Laufe der Zeit einen dichten Zellrasen bilden, miissen sie in regelmaBigen
Abstanden passagiert werden. Hierflir wurde das HPDE-Medium aus der Zellkulturflasche
entfernt und anschlieRend 5 ml 1x Trypsin-EDTA in PBS hinzugegeben, um die Zellen vonei-
nander und vom Untergrund zu I6sen. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Brut-
schrank wurde die Reaktion durch die Zugabe von 5 ml HPDE-Medium gestoppt. Im Folgen-
den wurde die Suspension in ein 50 ml-Réhrchen (berfihrt, bei 1200 U/Minute fir 5 Minu-
ten sedimentiert, das Pellet in 20 ml frischem HPDE-Medium aufgenommen und auf zwei
neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Mit zunehmender Anzahl der Passagen ist mit Verdande-
rungen in den Zellen zu rechnen, weswegen diese maximal 20-25-mal passagiert wurden.

Danach wurden neue Zellen aufgetaut und in Kultur genommen
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Die Kultivierung fiir die Versuche erfolgte in 6-, 12-, 24- oder 96-Well-Platten mit gegebener
Zellzahl in Puromycin-freiem HPDE-Medium (siehe 3.1.1). Nach 24 Stunden wurden die Zel-
len ggf. mit Stimulanzien versetzt bzw. mit siRNA oder Plasmiden transfiziert (siehe 3.2). Die

dafir verwendeten Stimulanzien wurden in den folgenden Konzentrationen eingesetzt:

e TGF-B1 10 ng/ml
e tBHQ 50 UM

3.1.3 Mikroskopische Analyse

Die Morphologie der Zellen wurde mithilfe des Mikroskops Evos,, Core der Firma AMG

(Bothell, USA) beurteilt und fotografisch festgehalten.

3.1.4 Zellzahlbestimmung

Fir die durchgefiihrten Versuche mussten die Zellen in einer standardisierten Zellzahl pro
Well ausgesat werden, um die Versuchsergebnisse vergleichbar zu machen. Vor diesem Hin-
tergrund und fir die Bestimmung des Zellindex als Vitalitatsparameter einer Zellpopulation
nach einer bestimmten Kultivierungszeit missen Zellzahlbestimmungen durchgefiihrt wer-
den.

Die Zellen wurden nach der Kultivierung (siehe 3.1.2) wie oben beschrieben trypsiniert (siehe
3.1.2), zentrifugiert und in 200 pl PBS-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurde die Probe
im Verhaltnis von 10:1 mit Trypanblau versetzt - ein Farbstoff mit der Eigenschaft, nur in tote
Zellen einzudringen und diese blau anzufarben. Vitale Zellen hingegen bleiben ungefarbt.
Nach dem Pipettieren von 10 ul dieser Losung in eine Neubauer-Zahlkammer wurden die
Zahlung und die Unterscheidung von vitalen und bereits toten Zellen unter dem Mikroskop
moglich. Der Aufbau der Kammer besteht aus vier GroRquadraten, die in jeweils 16 Klein-
guadrate unterteilt sind. Die Zahlung zweier GroBquadraten, Mittelwertbildung und Beriick-
sichtigung des Kammer- (=10%) und Verdinnungsfaktors (=10') machte so die Bestimmung

der Zellzahl x 10° pro Milliliter der zu bestimmenden Probe méglich.
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3.1.5 MTS-Assay

Ein weiterer Ansatz zur Bestimmung der Zellviabilitat ist die Durchfiihrung eines MTS-Assays.
Der eingesetzte Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, ein
Tetrazoliumsalz, wird durch NADH bzw. NADPH und teilweise durch die Succinat-
Dehydrogenase zu Formazon umgesetzt. Anhand der ermittelten Extinktion bzw. der opti-
schen Dichte (OD MTS) lasst sich photometrisch eine Aussage Uber die Glykolyserate und die
Zellatmung treffen, welche proportional zur Zelllebensfahigkeit ist.

Fur diesen Test wurden 3 x 10° Zellen/200 ul HPDE-Medium (siehe 3.1.1) pro Well in Triplika-
ten in eine 96-Well-Platte ausgesat. Nach 144 Stunden Inkubation wurden 20 pl des oben
genannten Farbstoffs pro Well hinzugegeben und Ulber einen Zeitraum von drei Stunden in-
kubiert. AnschlieRend wurden aus jedem Well 200 pl Uberstand abgenommen und in eine
neue 96-Well-Platte Gberfihrt, in der letztlich die Messung im Photometer bei einer Wellen-

lange von 490 nm durchgefiihrt wurde.

3.1.6 Ki-67-Farbung

Eine etablierte Methode, die Proliferation einer Zellpopulation darzustellen, ist die Anfar-
bung des Proteins Ki-67. Die Tatsache, dass Ki-67 in ruhenden, sich in der Go-Phase befindli-
chen Zellen fehlt, jedoch in allen Phasen des aktiven Zellzyklus (G-, S-, G,- und M-Phase)
vorhanden ist, macht es zu einem zuverlassigen Marker fiir sich teilende Zellen [84].

Nachdem die Wells einer 12-Well-Platte mit Deckgldasern bestlickt worden waren, wurden
HPDE-pBp bzw. HPDE-kras Zellen in HPDE-Medium (siehe 3.1.1) ausgesat, anschlieRend
transfiziert (siehe 3.2), stimuliert (siehe 3.1.2) und fiir insgesamt 96 Stunden kultiviert. Nach
dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt, die Deckglaser einmal mit PBS gewaschen und
anschlieend in Aceton mit 30 %-igem Wasserstoffperoxid fir 10 Minuten bei RT fixiert.
Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit 4 % BSA in PBS blo-
ckiert, um unspezifische Bindungen der Antikoérper zu reduzieren. Nach der ersten Inkubati-
on mit einem Antikérper gegen humanes Ki-67 (1:250 in 1 % BSA in PBS) flr 45 Minuten er-
folgte die Inkubation mit dem Saccharose-Polymer Envision-a-mouse-HRP fiir 30 Minuten.
Beide Inkubationsschritte erfolgten bei RT in einer Feuchtkammer. Es wurde anschlieRend
jeweils dreimal fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Nun wurden die an Ki-67 gebundenen

Antikorper mit einem Tropfen AEC Substrat Chromogen fir 5 Minuten visualisiert. Nach
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dreimaligem Waschen fiir 5 Minuten in PBS wurden die Kerne flir 5 Minuten mit Mayers Ha-
emalaun gefarbt und anschliefend fir 15 Minuten in flieBendem Leitungswasser geblaut.
AbschlieBend wurden die Deckglaser mit einem Tropfen Glycerin-Gelatine, welche zuvor in
der Mikrowelle bei 300 W fliissig gemacht wurde, eingedeckelt. Unter dem Mikroskop war

nun die Identifizierung aller zellzyklusaktiven Zellen moglich.

3.2 Transfektion

Um die Abhadngigkeit der untersuchten Phanomene von Nrf2 zu lberpriifen, wurde die Nrf2-
Expression der Zellen entweder durch die Transfektion mit Nrf2-siRNA supprimiert oder mit

einem Nrf2-kodierenden Plasmid verstarkt.

3.2.1 Transfektion mit siRNA

Es wurden 1 x 10° Zellen pro Well in 12-Well-Platten in 1 ml HPDE-Medium (siehe 3.1.1) aus-
gesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium im Well durch 1 ml frisches HPDE-Medium er-

setzt. Der fir die Transfektion verwendete Master Mix setzte sich wie folgt zusammen:

e 100 ul FKS-freies Medium (OptiMEM)
e 6ul HiPerFect® Tranfection Reagent
e 75ng der jeweiligen siRNA (control siRNA, Nrf2 siRNA)

Als Negativkontrolle wurde die AllStars Negative control siRNA (Quiagen, Hilden, D) und zur
Nrf2-Supprimierung die Nrf2 siRNA (Quiagen, Hilden, D) verwendet. Nach 10-minltiger Re-
aktionszeit wurden 106,3 ul des Master Mixes tropfchenweise in die Wells pipettiert und
gemischt. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 24 Stunden wurden die Zellen stimu-

liert.

3.2.2 Transfektion mit Plasmiden

Um die HPDE Zellen zur Nrf2-Uberexpression zu bringen, wurden die Zellen mit einem Nrf2-
kodierenden Vektor (Nrf2-HA, Nrf2 gekoppelt an Hamagglutinin zur besseren Detektion)

bzw. mit einem Leervektor (pcDNA3.1) als Kontrolle transfiziert. Hierfir wurden 2 x 10° Zel-
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len pro Well in HPDE-Medium (siehe 3.1.1) in 6-Well-Platten ausgesat und fiir 24 Stunden
kultiviert. Nachdem das Medium abgesaugt und durch 1600 pul frisches HDPE-Medium er-
setzt wurde, wurden 700 pl/Well eines Master Mixes tropfchenweise hinzugegeben, welcher

sich folgendermaRen zusammensetzte:

e 100 ul EC-Buffer
e 03ug Plasmid (pcDNA3.1 bzw. Nrf2-HA)
e 8 ul/ug Plasmid Enhancer

mischen, 5 Minuten Reaktionszeit bei RT
e 20 pl/ug Plasmid Effectene® Transfection Reagent
mischen, 10 Minuten Reaktionszeit bei RT

e 600 ul HPDE-Medium (siehe 3.1.1)

Nach 18 Stunden wurde das HPDE-Medium mit dem Master Mix von den Zellen abgenom-

men und durch 2 ml frisches HPDE-Medium ersetzt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Ganzzelllysaten

Zum Nachweis von Proteinen wurden Ganzzelllysate hergestellt. Nach Kultivierung und
Transfektion der Zellen (siehe 3.1.2 und 3.2) wurde das Medium abgesaugt, jedes Well ein-
mal mit PBS gespult und die Zellen mit 150 pl 2x-Lammli-Puffer/Well lysiert. Mit einem Zell-
schaber wurden die Zellen vom Boden geldst und mit einer Pipette in ein Mikroreaktionsge-
fal pipettiert. Die anschlieBende stoRweise Ultraschallbehandlung (4 x 1 Sekunde) fiihrte zu
einer besseren Homogenisierung der Probe. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben

bei -20 °C gelagert.

3.3.2 Bestimmung des Proteingehalts

Vor der gelelektrophoretischen Auftrennung der Ganzzelllysate wurde deren Proteingehalt
bestimmt, um die Auftragung einheitlicher Proteinmengen zu gewahrleisten und die bessere

Vergleichbarkeit der Proben untereinander zu ermdéglichen. Hierfir wurde das Proteinassay
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Dc der Firma BIO-RAD verwendet, welches auf der Proteinbestimmung nach Lowry beruht.
Dieser quantitative Nachweis beruht auf zwei Reaktionen. Zuerst bildet sich ein blau-
violetter, quadratisch-planarer Komplex zwischen den Peptidbindungen des Proteins und
den Kupfer(ll)-lonen des Kupfertartrats (Reagenz A’, Biuretreaktion). Im Anschluss wird
durch diesen Komplex das Folin-Ciocalteu-Reagenz (Reagenz B) zu Molybdanblau reduziert,
welches bei einer Wellenlange von 650 nm photometrisch nachweisbar ist und quantitativ
gemessen werden kann. Der umgesetzte Farbstoff ist proportional zum Proteingehalt der
Probe. Es wurden je Probe 5 pl Zelllysat, 20 ul Reagenz A’ und 200 pl Reagenz B eingesetzt
und in Doppelwerten bestimmt. Als Referenz diente der in den Ganzzelllysaten eingesetzte
Lammli-Puffer. Zusatzlich wurde eine Verdiinnungsreihe des BSA-Proteinstandards mit einer

Konzentration von 1,55 mg/ml zur Konzentrationsbestimmung mitgemessen.

3.3.3 Herstellung von Kernextrakten

Ebenfalls zum Nachweis von Proteinen wurden Kernextrakte von den zuvor kultivierten und
transfizierten Zellen (siehe 3.1.2 3.2) angefertigt. Hierfiir wurde das Medium im Well abge-
saugt und die Zellen zweimal mit PBS gesplilt. Nach Zugabe von 300 pl EMSA I-Puffer wurden
die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden gel6st, in ein EppendorfgefaR Gberfihrt und bei
4 °C und 1300 UpM fiir eine Minute zentrifugiert. Der Uberstand (zytosolische Proteinfrakti-
on) wurde bei -80 °C gelagert, wohingehen das Pellet in 300 pl EMSA |-Puffer resuspendiert,
erneut fiir eine Minute zentrifugiert (4 °C, 1300 UpM), der Uberstand erneut abgesaugt und
das Pellet letztlich in 50 - 80 ul EMSA II-Puffer resuspendiert wurde. Die entstandene Zellsu-
spension wurde bei 4 °C fir 30 Minuten auf einem Mikroplattenschiittler geschiittelt, erneut
fiir 10 Minuten zentrifugiert (4 °C, 1300 UpM) und der entstandene Uberstand als Kernex-

trakt bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde verworfen.

3.3.4 SDS-PAGE-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, um Proteine in einem Ganzzelllysat entsprechend
ihrer MolekulgrofRe aufzutrennen. Im Vorfeld miissen die Proteine allerdings bezlglich ihrer
Ladung und raumlichen Struktur (Sekundar- und Tertidrstruktur) einander angepasst wer-
den. Daflir wurden 10 pg Protein aus dem Lysat eingesetzt und mit B-Mercaptoethanol ver-
setzt, welches intramolekulare Disulfidbriicken durch Reduktion spaltet. Darliber hinaus bin-
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det Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl! Sulfate, SDS) an hydrophobe Regionen der Proteine
und vermittelt dem Komplex dadurch eine stark negative Ladung. Nachdem die Lysate an-
schlieBend fir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt wurden, konnten sie in die Taschen eines 10-
%igen Polyacrylamidgels pipettiert werden, welches zuvor in eine Elektrophoresekammer
gegossen und fixiert wurde. Im Feld einer elektrischen Spannung von 100 V wanderten die
Proteine in einem Zeitraum von ca. 2 Stunden in Richtung der Kathode. Nachdem sie sich im
pH-neutralen groRporigen Sammelgel aufkonzentrierten, wurden sie im basischen kleinpori-
gen Trenngel entsprechend ihrer GroRe von 250 bis 5 kDa aufgetrennt. Da die Wanderungs-
geschwindigkeit umgekehrt proportional zur MolekiilgroRe ist, kommen die grofRen Proteine
frih (im oberen Bereich des Gels), die kleinen hingegen erst spat (im unteren Bereich des
Gels) zum Erliegen. Ein ProteingrofRenstandard mit vorgefarbten Proteinbanden definierter

MolekiilgroRe wurde zur GroRenorientierung mit aufgetragen.

3.3.5 Westernblot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine zur Detektion auf
eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) transferiert. Bei der dafiir verwende-
ten semi-dry-Methode geschah dies innerhalb eines mit verschiedenen Puffern getrankten
Filterpapierstapels, in dem das Polyacrylamidgel und die PVDF-Membran eingebettet wur-

den. Die Schichtung war wie folgt:

e Anode

e sechs in Blot-Puffer A getrankte Blatter Whatman Papier
e drei in Blot-Puffer B getrankte Blatter Whatman Papier
e PVDF-Membran

e Polyacrylamidgel aus der Gelelektrophorese

e sechs in Blot-Puffer C getrankte Blatter Whatman Papier

e Kathode

Im Vorfeld wurde die PVDF-Membran fiir 1 Minute in Methanol eingelegt und anschlieRend

in destilliertem Wasser gewaschen. Die angelegte elektrische Spannung von 70 mA® tber 1

! Formel zur Errechnung der anzulegenden Stromstarke: | [mA] = (Lédnge [cm] x Breite [cm] x 1,25 mA) /cm?
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Stunde bei einer GelgroRe von 6,5 x 9 cm fiihrte zum Transfer der Proteinbanden auf die
Membran. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran fiir mindestens 2 Stunden bei RT
oder Uber Nacht bei 4 °C in 10 ml 5-%igem Blotto in einer Waschschale blockiert, um unspe-
zifische Antikorperbindungen im Folgenden zu minimieren.

Nun konnte die Membran fiir 1 Stunde im Primarantikdrper und im Anschluss fiir 1 Stunde
im Sekundarantikérper bei RT auf einem Kipp-/Rollmischer inkubiert werden. Die Antikorper
wurden hierfiir in dem vom Hersteller vorgegebenen Verdinnungsverhaltnis in 8 ml Blotto
oder 5 % BSA in TBS-Tween in 50 ml-Réhrchen angesetzt (siehe 2.7). Nach jeder Inkubati-
onsperiode wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in TBS-Tween gewaschen, um lber-
schiissige, nicht gebundene Antikorper zu entfernen.

Die an den Sekundarantikorper konjugierte Meerrettich-Peroxidase konnte wahrend der 5-
minltigen Inkubation der Membran in Substratlosung, bestehend aus Peroxid und Luminol
im Verhaltnis 1:1, mit dieser reagieren. Die im Rahmen dieser Reaktion emittierte Chemilu-
mineszenz wurde mithilfe einer Chemilumineszenz-Geldokumentationsanlage detektiert und
gab Aufschluss Uber die Menge des untersuchten Proteins. Die Intensitat des gemessenen
Signals ist proportional zur Menge des untersuchten Proteins im Lysat. Das Housekeeping-
Gen Hitzeschock Protein 90 (HSP90) wurde zur Uberpriifung der gleichmaRigen Proteinbela-

dung der Taschen immer mitentwickelt.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA und die anschlieRende Echtzeitpolymerasekettenreaktion (Realtime
PCR) dienten der Quantifizierung der Transkriptionsaktivitat verschiedener Gene. Nach Aus-
saat, Kultivierung, Stimulation und/oder Transfektion (siehe 3.1.2 und 3.2) der Zellen wurde
das Medium im Well abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend
wurde die messenger Ribonukleinsdure (mRNA) mithilfe des Peqlab peqGOLD Total RNA Kits
gemal} Herstellerangaben aufgearbeitet und isoliert. Die RNA-Konzentration der gewonne-
nen Probe wurde nachfolgend bei einer Wellenlange von 260/280 nm mit einem Nanodrop
Photometer 2000c (Peglab) photometrisch gemessen. Die Proben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.
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3.4.2 Herstellung von cDNA

Vor dem Einsatz in der Realtime PCR musste die mRNA in komplementare Desoxyribonukle-
insdure (cDNA) umgeschrieben werden. Dies wurde nach dem Prinzip der reversen Tran-
skription mit Fermentas-Reagenzien der Firma Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) durch-
gefiihrt. Dafiir wurden 0,5 pg RNA der zuvor isolierten Probe mit nukleasefreiem Wasser auf
11,5 pl aufgefillt und mit 1 pl Oligo (dT) Primer versetzt. Letzterer bindet wahrend einer 5-
mindtigen Inkubation bei 65 °C selektiv an die Poly-A-Schwdnze der mRNA und markiert so-
mit den Startpunkt der Transkription. Nachdem diese Reaktion durch Abkiihlen auf Eis abge-
stoppt wurde, wurde die Probe mit dem wie folgt zusammengesetztem Master Mix auf ein

Volumen von 20 ul aufgefillt:

o A4ul Reaction Buffer

e 0,5ul RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul)

o 2ul 10 mM dNTP Mix

e 1ul RevertAid M-MLV Reverse Transcriptase

Bei 42 °C konnten sich nun mithilfe der reversen Transkriptase an der mRNA-Vorlage kom-
plementdare DNA-Strange bilden, bevor die Reaktion durch 5-miniitiges Erhitzen auf 70 °C

beendet wurde. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.

3.4.3 Realtime PCR

Die Realtime PCR unterscheidet sich von der herkdmmlichen PCR dadurch, dass wahrend der
PCR-Produktsynthese ein Lichtsignal emittiert und detektiert wird, dessen Intensitat propor-
tional zur Menge des gebildeten Genprodukts ist. Das Lichtsignal stammt beispielsweise vom
SYBR-Green I|-Farbstoff, dessen Eigenfluoreszenz durch Interkalation mit doppelstrangiger
DNA ca. 100-fach verstarkt wird. Je mehr DNA wahrend der PCR gebildet wird, desto friiher
kann das Fluoreszenzsignal detektiert werden (Ct-Wert), wodurch eine quantitative Aussage
getroffen werden kann. Indem der Ct-Wert eines bestimmten Gens mit dem Ct-Wert eines
Referenzgens, welches keiner Regulation unterliegt (z.B. TATA-binding protein, TBP), vergli-

chen wird, ist die Bestimmung der relativen Transkriptmenge moglich.
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Bevor die cDNA fiir die Realtime PCR verwendet werden konnte, musste sie im Verhaltnis 1:4
mit destilliertem Wasser verdiinnt werden. Es wurden je 2,5 ul/Well in Doppelwerten in ei-
ner 96-Well-PCR-Platte vorgelegt. Hierzu wurden je 7,5 ul eines Master Mixes, bestehend

aus

e 5yl Light Cycler® 480 SYBR Green 1-Master
e 00,0375l Forward-Primer (0,1 nmol/pl)

e 0,0375 pl Reverse-Primer (0,1 nmol/pl)

o 2,425yl Wasser

pipettiert. Die 96-Well-PCR-Platte wurde mit einer selbstklebenden PCR-Folie verschlossen
und bei 1200 U/Minute fir 2 Minuten zentrifugiert. Die Realtime PCR wurde mit dem Light
Cycler® 480 System (Roche, Basel, CH) durchgefiihrt. Jeder PCR wurde eine Schmelzkur-

venanalyse angeschlossen, um die Spezifitdt des PCR-Produkts zu tGberprifen.

3.5 Apoptoseassay

Das Apoptoseverhalten wurde anhand eines Caspaseassays untersucht. Das Caspa-
se Glo® 3/7-Assay (Promega) misst dabei die Aktivitdt der Caspasen 3 und 7, welche erst am
Ende der Apoptosekaskade aktiv sind und somit als ein zuverlassiger Indikator fir die
Apoptoseaktivitat einer Zellpopulation gewertet werden kann. Caspasen sind Cystein-
Aspartat-spezifische Proteasen und werden durch enzymatische Spaltung wahrend des pro-
grammierten Zelltodes aktiviert. Im Rahmen des Caspaseassays kommt es beim Vorhanden-
sein aktiver Caspasen zur Spaltung des hinzugegebenen Substrats. Das freiwerdende Lucife-
rin setzt Luciferase-abhangig Licht frei, welches im Luminometer gemessen wird und propor-
tional zur Caspaseaktivitat ist.

Nach 48-stiindiger Stimulation (siehe 3.1.2) und/oder Transfektion (siehe 3.2) der Zellen in
einer 12-Well-Platte (1 x 10° Zellen pro Well) wurde der Uberstand mit den bereits apoptoti-
schen, nicht mehr adharenten Zellen in ein Reaktionsgefal Giberflihrt und die noch adharen-
ten Zellen mit Trypsin abgeldst. Die trypsinierten Zellen wurden zum Uberstand gegeben und
fur 5 Minuten bei 4000 U/Minute zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 500 pl PBS

resuspendiert, je 25 ul in Doppelwerten in eine weilRe 96-Well-Platte pipettiert und mit je 25
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pl Caspase Glo-Reagenz versetzt. Nach 30-mintiger Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die
Lumineszenz im Mikroplattenluminometer gemessen.

Die verbliebenen Zellen wurden als Ganzelllysate aufgearbeitet (siehe 3.3.1) und der Pro-
teingehalt gemessen (siehe 3.3.2). Um die durch die Apoptoseinduktion bedingten unter-
schiedlichen Zellzahlen zu berticksichtigen, wurden die gemessenen Caspase 3/7-Aktivitaten

durch den Proteingehalt geteilt und auf diese Weise normalisiert.

3.6 Invasionsassay mit modifizierter Boyden-Kammer

Ein entscheidendes Merkmal von Zellen, die die EMT durchlaufen haben, ist die Erlangung
der Migrations- und Invasionsfahigkeit. In dieser Arbeit wurde diese Eigenschaft mithilfe
eines Invasionsassays in einer modifizierten Boyden-Kammer untersucht.

Fir diesen Test wurde RPMI-Medium mit 1 % L-Glutamin und 1 % FKS ohne Zusatz von
Pyruvat verwendet (im Folgenden ,RPMI-Medium“ genannt), um die Proliferation der Zellen
im Versuchszeitraum moglichst gering zu halten. Dazu wurden Transwelleinsatze (Porengro-
Re 8 um), die vorher mit 50 ul Kollagen beschichtet wurden (1 ml Kollagen Typ 1 [0,1 % in 0,1
M Essigsaure] in 1,5 ml PBS), in eine 24-Well-Platte eingesetzt (Abbildung 5). In das untere
Kompartiment des Wells wurden 500 ul RPMI-Medium vorgelegt, sodass die Transwell-
Membran von unten mit Medium umsplilt war. Von den im Vorfeld kultivierten, stimulierten
und ggf. transfizierten Zellen (siehe 3.1.2 und 3.2) wurden nach 48-stiindiger Inkubation je-
weils 5 x 10* Zellen in 500 pul RPMI-Medium im Doppelansatz von oben in die Transwells pi-
pettiert. Die Transwell-Membran war nun von beiden Seiten mit Medium umspilt, wahrend

sich die Zellen nur auf der Oberseite der Membran befanden.
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invadierte Zellen Gesamtzellmenge

— — —>

Anfarbung der Zellen auf
Ober- und Unterseite der
Membran

Anfarbung der Zellen nur
auf der Unterseite der
Membran

beschichtete Membran mit 8 um-Poren

% invadierte Zellen = invadierte Zellen * 100 % / Gesamtzellmenge

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Invasionsassays sowie Berechnungsformel zur Bestimmung der
Invasionsrate. Zur Ermittlung der invadierten Zellen wurden in einem Ansatz nur die Zellen, die sich auf der
Unterseite des Transwells befanden, angefarbt. Im zweiten Ansatz wurden alle Zellen gefarbt (ober- und unter-
halb der Membran). Der prozentuale Anteil an invadierten Zellen wurde entsprechend der dargestellten Formel
berechnet. Abbildung freundlicherweise zur Verfligung gestellt durch Dr. Ole Helm aus ,,Charakterisierung von
Makrophagen im duktalen Pankreasadenokarzinom und ihr Einfluss auf pramaligne und maligne Pankreasgan-
gepithelzellen”, 2014.

Nach 24-stiindiger Inkubationszeit, in der die Zellen durch die Kollagenmatrix auf die Unter-
seite des Transwells invadieren konnten, erfolgte die Aufarbeitung. Dazu wurde das Medium
im Transwell und Well abgesaugt, die Transwells in eine neue 24-Well-Platte umgesetzt und
je ein Transwell eines Doppelansatzes von oben mit einem Wattestiabchen gereinigt. Auf
diese Weise verblieben nur die invadierten Zellen auf der Unterseite der Membran, wohin-
gegen im zweiten Transwellansatz alle Zellen (Gesamtzellmenge) belassen wurden
(Abbildung 5). Im Folgenden wurden die Zellen flir 30 Minuten bei RT mit Kristallviolett an-
gefarbt (100 ul in das Transwell, 400 ul in das Well). Nach dreimaligem Waschen fir 15 Mi-
nuten mit destilliertem Wasser wurden die Zellen fiir eine Stunde mit 500 ul 10-%iger Essig-
saure entfarbt. Von jedem Ansatz wurden 100 pl der entstandenen, gefarbten Losung in
Doppelwerten in eine 96-Well-Platte pipettiert und bei einer Wellenlange von 580 nm pho-
tometrisch bestimmt. Die Invasionsfahigkeit der Zellen wird durch Berechnung des prozen-

tualen Anteils der invadierten Zellen an der Gesamtzellmenge ausgedriickt.

3.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel. Bei einem

zweiseitigen Students-t-Test wurde ein p < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.
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4.1 Einfluss von Nrf2 auf Wachstum, Proliferation und Apoptoseverhalten

von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

4.1.1 tBHQ fihrt in HPDE Zellen zu einem verminderten Zellwachstum

Sowohl in einem endogenen PDAC-Mausmodell als auch in humanen pankreatischen Adeno-
karzinomzelllinien konnten Nrf2 bereits tumorwachstumsférdernde, proliferationssteigernde
Eigenschaften nachgewiesen werden, welche durch Mutationen im K-ras-Gen induziert wer-
den kénnen [21, 66, 69]. Zur Evaluation des Einflusses von Nrf2 und von mutiertem K-ras auf
das Wachstum von humanen pramalignen Pankreasgangepithelzellen wurden HPDE-pBp und
HPDE-kras Zellen zunachst mit 50 uM des etablierten Nrf2-Aktivators tBHQ (siehe 1.3.2) sti-
muliert. AnschlieRend wurden das Zellwachstum mittels Bestimmung der Lebendzellzahl
(Abbildung 7) und MTS-Assays (Abbildung 8) sowie das Apoptoseverhalten mittels Caspase
3/7-Assay (Abbildung 9) nach unterschiedlichen Zeitpunkten (24 - 144 Stunden) untersucht.
Im Vergleich dazu wurden beide Zelllinien mit 10 ng/ml TGF-B1 behandelt, welchem eine
Schlisselrolle in der EMT und der Tumorgenese des PDAC zukommt (siehe 1.2.4) [40, 56,
85]. Reprasentative Daten werden im Folgenden gezeigt.

Zunachst wurde mittels Western Blot Analyse Uberprift, ob die Behandlung mit tBHQ zu
einer Erhéhung der Nrf2-Expression im Kern beider Zelllinien fihrt. Wie in Abbildung 6 zu
sehen, konnte in Kernextrakten von HPDE-kras Zellen, verglichen mit HPDE-pBp Zellen, basal
bereits eine leicht hohere Nrf2-Expression beobachtet werden. Die Behandlung mit tBHQ
fiihrte in beiden Zelllinien zu einer deutlichen Erhohung der Nrf2 Expression, wohingegen die

Behandlung mit TGF-B1 eher in einer leichten Verminderung resultierte.

HPDE-pBp HPDE-kras

ub TGF-B1 tBHQ ub TGF-Bl tBHQ

Nrf2 S s SR s o D

HSP90 .. e

Abbildung 6. Western Blot Analyse von Nrf2 in Kernextrakten von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 72-
sttindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 oder 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten (ub) Zellen. HSP90
wurde als Ladekontrolle detektiert. Ein reprasentativer Blot wird hier gezeigt.
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Die reprasentative Bestimmung der Lebendzellzahl nach 144 Stunden Stimulationszeit ergab,
dass sowohl die Behandlung mit TGF-B1 als auch mit tBHQ zu einer deutlichen Abnahme des
Anteils vitaler Zellen in beiden Zelllinien fihrten (Abbildung 7). TGF-B1 halbierte etwa so-
wohl bei HPDE-pBp als auch bei HPDE-kras Zellen die Vitalzellzahl im Vergleich zu unstimu-
lierten Zellen, wohingegen unter tBHQ-Stimulation zu diesem Messzeitpunkt kaum noch
lebendige Zellen beider Zelllinien vorhanden waren (ca. 10 % bei HPDE-pBp, ca. 16 % bei
HPDE-kras). Die Potenz von tBHQ beziiglich der Wachstumssuppression ist somit noch deut-
lich héher als die von TGF-B1. Die genannten Effekte von TGF-B1 und tBHQ lieRen sich so-
wohl bei HPDE-pBp als auch bei HPDE-kras Zellen gleichermaBen beobachten, so dass ein

Einfluss der K-ras Mutation hierbei unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 7. Bestimmung der Lebendzellzahl von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 144-stiindiger Stimula-
tion mit 10 ng/ml TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten (ub) Zellen. Gezeigt sind Mittelwer-
te mit Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen. * = p < 0,05.

4.1.2 tBHQ fiihrt zu einer verminderten Zellviabilitdt von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Als nachstes sollte mit einem weiteren Testverfahren bestimmt werden, ob tBHQ &hnlich
wie TGF-B1 die Zellviabilitat von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen vermindert. Hierflr wurde
das MTS-Assay gewahlt, welches mittels der photometrischen Messung eines Farbstoffum-
schlags eine Aussage Uber die Glykolyserate und damit liber die metabolische Aktivitat der

Zellen erlaubt (siehe 3.1.5). Dafiir wurden HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zu 3 x 10° Zellen
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pro Well in Triplikaten in eine 96-Well-Platte ausgesat, nach 24 Stunden unbehandelt belas-
sen oder fiir 144 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 oder 50 uM tBHQ stimuliert.

Wie in Abbildung 8 zu sehen ist, konnten mit diesem Testverfahren die Ergebnisse der Zell-
zahlbestimmungen bestatigt werden. In beiden Zelllinien fihrte die Behandlung sowohl mit
TGF-B1 als auch mit tBHQ zu einer deutlich verminderten Zellviabilitdt, wobei auch hier die
Effekte durch tBHQ ausgepragter waren als die von TGF-B1. So flihrte die Stimulation mit
dem Antioxidans zu einer Reduktion der Zellviabilitdt um ca. 86 % in beiden Zelllinien, wah-
rend die TGF-B1-Stimulation die Zellviabilitdt um ca. 45 % in HPDE-pBp bzw. um ca. 38 % in

HPDE-kras im Vergleich zu unbehandelten Zellen reduzierte.

3,5 - * *

3,0 1

2,5 A

2,0 4 Hub

B TGF-R1
OtBHQ

oD MTS

1,5 4

1,0 4

0,5 4

0,0 -

HPDE-pBp HPDE-kras

Abbildung 8. Bestimmung der Zellviabilitdt mittels MTS-Assay von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 144-
stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-1 bzw. 50 pM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten (ub) Zellen. Dar-
gestellt sind die im Photometer bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessenen Extinktionen (OD MTS = opti-
sche Dichte im MTS-Assay) gemessenen Mittelwerten mit Standardabweichungen von drei unabhangigen Ver-
suchen. * =p < 0,05.

4.1.3 tBHQ fiihrt zu einer verminderten Apoptoserate in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die durch tBHQ und TGF-B1 verminderte Lebendzell-
zahl bzw. Zellviabilitat in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen auf eine erhéhte Induktion der
Apoptose unter diesen Bedingungen zurlickzuflhren ist. Daflr wurden beide Zelllinien mit
10 ng/ml TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ behandelt und die Caspase-3/7-Aktivitat nach 48 Stun-
den, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, bestimmt. Eine erhdhte Aktivitat dieser beiden

Effektorcaspasen kann als MaR fiir die Apoptoseinduktion gesehen werden (siehe 3.5).
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Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, war sowohl in HPDE-pBp als auch in HPDE-kras Zellen nach
Stimulation mit TGF-B1 bzw. tBHQ die Caspase-3/7-Aktivitat im Vergleich zur jeweiligen un-
behandelten Kontrolle vermindert (Reduktion um ca. 35 % in HPDE-pBp und 41 % in HPDE-
kras durch TGF-B1). Die Effekte durch tBHQ waren dabei deutlich ausgepragter und fihrten
zu einer Reduktion der Caspase-Aktivitdat um 47 % in HPDE-pBp und 61 % in HPDE-kras Zel-
len.

Somit lasst sich schlussfolgern, dass die durch TGF-B1 bzw. tBHQ verminderte Lebendzellzahl
und Zellviabilitdt von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen vornehmlich auf einer Inhibition der
Zellteilung, jedoch nicht auf einer erhéhten Apoptoseinduktion beruht. Die Tatsache, dass
die HPDE-kras Zellen dhnlich reagierten wie die Zellen ohne K-ras-Mutation, deutet auf einen

vernachldssigbaren Einfluss der Mutation auf die beobachteten Effekte hin.

1,2 1 * *

1,0 A

0,8 -
Bub
ETGF-B1
OtBHQ

0,6 -

0,4 A

n-fache Caspase-Aktivitdt

0,2 -

0,0 -

HPDE-pBp HPDE-kras

Abbildung 9. Bestimmung des Apoptoseverhaltens von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger
Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten Zellen (ub) mittels Caspase-
3/7-Assay. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der n-fachen Caspase-3/7-Aktivitdt von be-
handelten Zellen bezogen auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle aus vier unabhdngigen Versuchen. Die
Caspase-3/7-Aktivitat wurde zuvor auf den jeweiligen Proteingehalt der Probe normalisiert. * = p < 0,05.

4.1.4 Nrf2 fihrt in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zu einem erhohten Zellwachstum und

antagonisiert den wachstumsinhibitorischen Effekt von TGF-1

Da tBHQ wie oben erwahnt ein Nrf2-Aktivator ist, liegt der Verdacht nahe, dass erhohte
Nrf2-Spiegel bzw. eine erhdhte Aktivitat des Transkriptionsfaktors Ursachen der verminder-
ten Teilungsrate sein kdnnten [50, 61, 86]. Ziel dieses Versuchs war es daher, diese Hypothe-
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se zu Uberprifen, indem HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen mit einem Nrf2-HA-Plasmid bzw.
einem Kontrollplasmid (pcDNA3.1) transfiziert wurden. So konnte das Zellwachstum in spezi-
fischer Abhangigkeit von der Nrf2-Uberexpression bestimmt werden. Die Effizienz der Trans-
fektion wurde mittels Detektion von HA im Western Blot tberpriift. Zur Uberpriifung, ob
durch Nrf2 und TGF-B1 ahnliche Effekte vermittelt werden (worauf die unter 4.1.1 aufge-
flihrten Daten hindeuten) und wie beide Faktoren zusammen wirken, wurden die transfizier-
ten Zellen jeweils unbehandelt belassen oder fir 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.
Die gezahlten Mittelwerte aus sechs Versuchen zeigt Abbildung 10.

In Einklang mit den vorherigen Versuchen fiihrte die Stimulation mit TGF-B1 in beiden pcD-
NA3.1-transfizierten Zelllinien zu einer Verminderung der Lebendzellzahl. Entgegen der Sti-
mulation mit dem Nrf2-Induktor tBHQ erhéhte die Uberexpression von Nrf2 tendenziell die
Anzahl an vitalen Zellen (Zunahme um ca. 55 % in HPDE-pBp und um ca. 32 % in HPDE-kras).
Ferner wurde der wachstumsinhibierende Effekt von TGF-B1 in Anwesenheit von Nrf2 abge-

schwacht.

B pcDNA3.1 / ub

@ pcDNA3.1 / TGF-B1
ONrf2-HA / ub
ONrf2-HA / TGF-B1

Zellzahl x10*

HPDE-pBp HPDE-kras

Nrf2-HA — ——

—— —

HSP90 N — — e PO—
Abbildung 10. Bestimmung der Lebendzellzahl von Nrf2-iiberexprimierenden (Nrf2-HA) HPDE-pBp und HPDE-
kras Zellen nach 48-stuindiger Stimulationszeit mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und

kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von sechs unab-
hangigen Versuchen. * = p < 0,05.

41



4 ERGEBNISSE

Da in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen eine gewisse basale Nrf2-Expression im Kern nachge-
wiesen werden konnte (Abbildung 6 in 4.1.1), sollte diese mittels siRNA-vermitteltem
Knockdown in beiden Zelllinien vermindert werden und dessen Auswirkung auf das Zell-
wachstum in An- und Abwesenheit von 10 ng/ml TGF-B1 analysiert werden. Hierfiir wurden
HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen ausgesat, nach 24 Stunden entweder mit control siRNA oder
mit einer Nrf2-spezifischen siRNA transfiziert und nach weiteren 24 Stunden entweder fir 48
Stunden mit TGF-B1 stimuliert oder unbehandelt belassen. Die Effizienz der siRNA-
vermittelten Nrf2-Suppression wurde mittels Nrf2-Detektion im Western Blot nachgewiesen.
Wie in
Nrf2-HA

HSP90

Abbildung 11 zu sehen, reduzierte die Behandlung mit TGF-B1 in kontrolltransfizierten HPDE-
pBp Zellen die Anzahl der lebenden Zellen. In HPDE-kras Zellen war dieser Effekt nicht zu
beobachten. In Einklang mit den Befunden nach Nrf2-Uberexpression konnten nach Supp-
ression der Nrf2-Expression leicht verminderte Lebendzellzahlen sowohl von HPDE-pBp als
auch von HPDE-kras Zellen detektiert werden. Die geringste Anzahl an vitalen Zellen konnte

nach Nrf2-Knockdown in Anwesenheit von TGF-B1 beobachtet werden.

16 -

14 -

10 - .
@ con siRNA / ub

@ con siRNA / TGF-B1
l ONrf2 siRNA / ub
ONrf2 siRNA / TGF-B1

Zellzahl x105
-]

4
2 -
0 -
HPDE-pBp HPDE-kras
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e —
HSP90
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Abbildung 11. Bestimmung der Lebendzellzahl von Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-kras
Zellen nach 48-stuindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kontroll-
transfizierten (con siRNA) Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von vier unabhangigen
Versuchen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Nrf2 auf HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen
eine zellwachstumsférdernde Wirkung zu haben scheint. Dieser Effekt scheint unabhangig
von mutiertem K-ras zu sein. Die unter tBHQ-Einfluss beobachtete Wachstumsinhibition
scheint folglich nicht auf die tBHQ-vermittelte Nrf2-Induktion zurilickzufiihren zu sein, son-
dern vermutlich auf andere Signalwege, welche durch dieses Stimulans gegebenenfalls si-
multan aktiviert werden. Ferner deuten die Befunde darauf hin, dass Nrf2 in der Lage ist,

dem wachstumsinhibitorischen Effekt von TGF-B1 entgegenzuwirken.

4.1.5 Nrf2 erhoht die Zellviabilitdt von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Ergdnzend zur Zellzahlbestimmung nach Nrf2-Uberexpression bzw. Nrf2-Suppression wurde
die Zellviabilitdt der HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen mittels MTS-Assay unter denselben
Bedingungen (siehe 4.1.4) durchgefiihrt, um die beobachteten Phanomene mit einer weite-
ren Methode zu validieren.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte mit dieser Methode der wachstumsférdernde Effekt
von Nrf2 in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen bestatigt werden. Im Gegensatz zur Bestimmung
der Lebendzellzahlbestimmung war hier jedoch die TGF-B1-vermittelte Suppression der Zell-
viabilitdt in den pcDNAS3.1-transfizierten Zellen sehr schwach (HPDE-pBp) bzw. nicht zu be-

obachten (HPDE-kras) und wurde durch die Nrf2-Uberexpression weiter abgeschwicht.
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Abbildung 12. Bestimmung der Zellviabilitdt von Nrf2-tberexprimierenden (Nrf2-HA) HPDE-pBp und HPDE-kras
Zellen mittels MTS-Assay nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten
(ub) und kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte der im Photometer bei einer
Wellenlange von 490 nm gemessenen Extinktionen (OD MTS = optische Dichte im MTS-Assay) mit Standardab-
weichungen von fiinf unabhangigen Versuchen.

Ahnlich schwach zeigte sich der Effekt von TGF-B1 (10 ng/ml, 48 Stunden Stimulation) auf
control siRNA-transfizierte HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen im MTS-Assay (Abbildung 13).
Genau entgegengesetzt zur vorangegangenen Nrf2-Uberexpression duRerte sich der Nrf2-
Knockdown in einer verminderten Zellviabilitat beider Zelllinien verglichen mit kontrolltrans-
fizierten Zellen. Diese steht im Einklang mit den zuvor bestimmten Lebendzellzahlen unter
Nrf2-Knockdown. Entgegen den Befunden der Lebendzellzahlbestimmung konnte jedoch
keine Verstarkung des inhibitorischen Effektes von TGF-B1 durch die Suppression von Nrf2

beobachtet werden (siehe 4.1.4).
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Abbildung 13. Bestimmung der Zellviabilitdt von Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-kras
Zellen mittels MTS-Assay nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten
(ub) und kontrolltransfizierten (con siRNA) Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte der im Photometer bei einer
Wellenlange von 490 nm gemessenen Extinktionen (OD MTS = optische Dichte im MTS-Assay) mit Standardab-
weichungen von sieben unabhangigen Versuchen.

4.1.6 Nrf2 steigert die Zellproliferation von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Eine mogliche Erklarung fir die erhohte Zellzahl und Zellviabilitat unter Nrf2-Einfluss (siehe
4.1.4 und 4.1.5) ware eine erhohte Proliferationstatigkeit der HPDE-pBp und HPDE-kras Zel-
len. Nachweisen ldsst sich dies durch Anfarbung des Proteins Ki-67, welches ausschlieflich in
den aktiven Phasen des Zellzyklus vorhanden ist und damit die Unterscheidung zu ruhenden,
sich in der Go-Phase befindlichen Zellen moglich macht (siehe 3.1.6) [84]. Die auf Deckglas-
chen ausgesaten HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen wurden zunachst mit pcDNA3.1 bzw. Nrf2-
HA Plasmid oder mit control bzw. Nrf2 siRNA transfiziert. Danach wurden sie fuir 48 Stunden
mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert oder unbehandelt belassen. Die Abbildung 14 und 15 zeigen
reprasentative Aufnahmen der mikroskopischen Analyse der Ki-67-Farbungen.

Im Vergleich zu den kontrolltransfizierten, unbehandelten Zellen (Abbildung 14 a und b) ist
unter Stimulation mit TGF-B1 in beiden pcDNA3.1-transfizierten Zelllinien eine deutliche
Verminderung der Zelldichte sowie der Ki-67-positiven Zellen zu verzeichnen (Abbildung 14 c
und d). Ferner ist deutlich zu sehen, dass nach Transfektion mit dem Nrf2-HA-Plasmid so-
wohl HPDE-pBp als auch HPDE-kras Zellen im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen
(Abbildung 14 a und b) eine hohere Zelldichte sowie einen héheren Anteil Ki-67-positiver

Zellen (Abbildung 14 e und f) aufweisen. Dies steht in Einklang mit der zuvor beobachteten
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Nrf2-vermittelten gesteigerten Zellviabilitat (siehe 4.1.4 und 4.1.5). Ebenfalls in Einklang mit
den vorherigen Befunden waren bei den Nrf2-liberexprimierenden Zellen nach Stimulation
mit TGF-B1 eine hohere Zelldichte sowie ein hoherer Anteil Ki-67-positiver Zellen zu detek-

tieren als in den kontrolltransfizierten Zellen (Abbildung 14 g und h).
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Abbildung 14. Ki-67-Farbungen von Nrf2-tGiberexprimierenden (Nrf2-HA) HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach
48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kontrolltransfizierten
(pcDNA3.1) Zellen. Ki-67 positive Zellen erscheinen braun. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen bei 280-
facher und bei 560-facher VergroRerung. Die linke Spalte zeigt reprasentative Bilder der HPDE-pBp Zellen, die
rechte Spalte repradsentative Bilder der HPDE-kras Zellen, (a und b) pcDNA3.1 und unbehandelt, (c und d) pcD-
NA3.1 und TGF-B1, (e und f) Nrf2-HA und unbehandelt, (g und h) Nrf2-HA und TGF-B1.
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Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, hatte die siRNA-vermittelte Unterdriickung des Nrf2-
Spiegels keinen Einfluss auf den Anteil Ki-67-positiver Zellen und damit auf die Proliferati-
onsaktivitdt unbehandelter HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen. Unter Nrf2-Kockdown und
gleichzeitiger TGF-B1 Stimulation hingegen war der Zellrasen sowohl in HPDE-pBp als auch in
HPDE-kras Zellen deutlich aufgelockerter als in TGF-B1l-stimulierten kontrolltransfizierten

Zellen und es waren weniger Ki-67-exprimierende Zellen zu verzeichnen.

47



con siRNA
ub

con siRNA
TGF-B1

Nrf2 siRNA
ub

Nrf2 siRNA
TGF-B1

4 ERGEBNISSE

HPDE-pBp HPDE-kras
e B sler @ies ..
U Say Sam Ly Ve @ e WP
R o r S ‘)._ p .:
® ‘e ¢ . . &
N . ot
. e . R e
gt 8”0 @ & G 5 s .,
S semS® Co 0 e e
o @8 N . a3
rel o e - )
b8 ® At
R, e
.-
o o) ’ 0’. . ®
f‘c' ._' . ® ot .
we + e - & ™
. 2 8.0 e ‘e o L
g ‘ .
. 4 .’ g e
. 5 )
a |gwesetetys (L W0 (b e.ve, . |® - % 2
_ Son 0 (PR . > . o
% ! s 3 e
. U . . . .
o'-'. 3 ° \.‘ s - .
C e %R, il 7 o
SN My % e R
. - @ P o q * B
. . AR SRR £
& o g ° e ...
ase A - . . -
.
. ~ . b -
| .
. v Y . - >
- - .
oo . o ® o
. = "o, & & > =
- 3 ¢ Y
. . .
s 5 o ® bl
d\\ .
4 > &
S e 2 s B TR
. O A S e .
. 3 . - -
Ve Wmathil T ey o 0N
£ > o 4 ®° o ey At
o v s, . - -
oy sF & Yotie R 0% i
. .~ } 4 4 -
L > «* @8 - . o
. .
PSR e . e . = @
. ® ' o ®
e h 0 o . oo
. o3 ea .
a1 i P . Se
. .
S e B0 0% 3
e o f 0% *al o
. ;‘? «tc 0 ® Cl
B SO T s *
bl ot o 2. ¢
4 - - gy
f **e . -
-t L o] k)
) bs ale o o
". . - -
. - . «
o 209, O ’ ‘.
: sy ea & '.' ; . o
. .
AR S G > . e & 1
L] - » o - A ’
e Ay G2 w )\ Y. i
‘.'.. ® . 9¢ ©° g0, ‘e \ S . ’
it ey T Y . N - . .
L e > o ® g0’ .. . - o -
. - n + = 3 | — -
= e *° . . -
o? v ¢% 8 ° .
° Vo Y e L J L 4
oA k) ".’ -9 > 8% . -
L s 0 e v * -
S 6 U T . « °
. R “ et § . « vle
.y e ° » .o .
o Celly @ ey i 4 ¢
S B ek h 5 E
i_»
g [ Co %ot 0 e » * o i

Abbildung 15. Ki-67-Farbungen von Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-
sttindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kontrolltransfizierten (con
siRNA) Zellen. Ki-67-positive Zellen erscheinen braun. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen bei 280-facher
und bei 560-facher VergroRerung. Die linke Spalte zeigt reprdsentative Bilder der HPDE-pBp Zellen, die rechte
Spalte reprasentative Bilder der HPDE-kras Zellen, (a + b) control siRNA und unbehandelt, (c + d) control siRNA
und TGF-B1, (e + f) Nrf2 siRNA und unbehandelt, (g + h) Nrf2 siRNA und TGF-B1.

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass Nrf2 das Zellwachstum und die Zell-

viabilitdt von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen, auch in Anwesenheit von TGF-B1, durch eine

verstarkte Zellproliferation erhoht.
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4.1.7 Nrf2 vermindert den Anteil apoptotischer HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Zur Uberpriifung, ob die Steigerung der Lebendzellzahl unter erhéhtem Nrf2-Level allein auf
der Steigerung der Proliferationsaktivitat oder aber auch gleichzeitig auf der Verminderung
der Apoptoserate von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen beruht, wurde die Caspase-3/7-
Aktivitat von beiden Zelllinien nach Transfektion mit pcDNA3.1 bzw. Nrf2-HA Plasmid und
nach Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 bzw. ohne eine weitere Behandlung bestimmt
(Abbildung 16 und 17).

Wie in Abbildung 16 zu sehen, fiihrte die Uberexpression von Nrf2 in beiden Zelllinien zu
einer Senkung der Caspase-3/7-Aktivitat, was mit einer Verminderung der Apopotoserate
durch die Nrf2-Uberexpression gleichzusetzen ist. In HPDE-pBp Zellen war der Nrf2-
vermittelte negative Effekt auf die Caspaseaktivitdt dabei deutlicher ausgepragter als in

HPDE-kras Zellen.
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Abbildung 16. Bestimmung des Apoptoseverhaltens von Nrf2-liberexprimierenden (Nrf2-HA) HPDE-pBp und
HPDE-kras Zellen mittels Caspase-3/7-Assay im Vergleich zu kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Gezeigt
sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der n-fachen Caspase-3/7-Aktivitdt von behandelten Zellen bezo-
gen auf die jeweilige Kontrolle aus vier unabhingigen Versuchen. Die Caspase-3/7-Aktivitdt wurde zuvor auf
den jeweiligen Proteingehalt der Probe normalisiert. * = p < 0,05.

Unter TGF-B1-Einfluss bewirkte die gleichzeitige Transfektion mit dem Nrf2-HA Plasmid eine
Verminderung der Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen in

beiden Zelllinien (Abbildung 17). Der TGF-B1-vermittelte negative Effekt auf die Caspaseakti-
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vitdt wurde also durch die Nrf2-Uberexpression weiter verstérkt. Dieser Effekt war bei HPDE-

pBp Zellen deutlicher als bei HPDE-kras Zellen.
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Abbildung 17. Bestimmung des Apoptoseverhaltens von Nrf2-liberexprimierenden (Nrf2-HA) HPDE-pBp und
HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 mittels Caspase-3/7-Assay im Vergleich zu
kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der n-fachen
Caspase-3/7-Aktivitdt von Nrf2-HA-transfizierten Zellen bezogen auf die jeweiligen TGF-B1-behandelten, kon-
trolltransfizierten Zellen aus vier unabhingigen Versuchen. Die Caspase-3/7-Aktivitdt wurde zuvor auf den
jeweiligen Proteingehalt der Probe normalisiert. * = p < 0,05.

In Einklang mit den vorherigen Befunden unter Nrf2-Uberexpression (Abbildung 17) fiihrte
die siRNA-vermittelte Unterdriickung von Nrf2 zu einer Erhéhung der Apoptoserate in HPDE-
pBp und HPDE-kras Zellen (Abbildung 18). Wiederum fiel die Steigerung der Caspase 3/7-
Aktivitat in HPDE-pBp Zellen hoher aus als in HPDE-kras Zellen.
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Abbildung 18. Bestimmung des Apoptoseverhaltens von Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-
kras Zellen mittels Caspase-3/7-Assay im Vergleich zu kontrolltransfizierten (con siRNA) Zellen. Gezeigt sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen der n-fachen Caspase-3/7-Aktivitdt von behandelten Zellen bezogen
auf die jeweilige Kontrolle aus vier unabhangigen Versuchen. Die Caspase-3/7-Aktivitat wurde zuvor auf den
jeweiligen Proteingehalt der Probe normalisiert. * =p <0,05.

Unter TGF-B1-Einfluss bewirkte die gleichzeitige Transfektion mit Nrf2 siRNA eine leichte
Erhohung der Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen beider Zell-

linien (Abbildung 19).
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Abbildung 19. Bestimmung des Apoptoseverhaltens von Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-
kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 mittels Caspase-3/7-Assay im Vergleich zu kon-
trolltransfizierten (con siRNA) Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der n-fachen Caspa-
se-3/7-Aktivitat von Nrf2 siRNA-transfizierten Zellen bezogen auf die jeweiligen TGF-B1-behandelten, kontroll-
transfizierten Zellen aus vier unabhangigen Versuchen. Die Caspase-3/7-Aktivitat wurde zuvor auf den jeweili-
gen Proteingehalt der Probe normalisiert.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen bei vermehrter
Anwesenheit von Nrf2 eine leichte Verminderung der Apoptoserate sowie eine erhohte Tei-
lungsaktivitat erfahren. Diese Effekte waren jedoch ausgepragter im Zusammenspiel mit
TGF-B1. Die Tatsache, dass HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen in dhnlicher Weise reagierten,

weist darauf hin, dass mutiertem K-ras eine untergeordnete Rolle zukommt.

4.2 Einfluss von Nrf2 auf EMT-assoziierte Veranderungen und Invasionsver-

mogen von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

4.2.1 TGF-B1- und tBHQ-Stimulation fiihren in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zu einem

aufgelockerten Zellrasen mit spindelféormigen Zellen

TGF-B1 gilt als der am besten charakterisierte Induktor der EMT, einem Vorgang, bei dem
Zellen ihre epithelialen Charakteristika zugunsten mesenchymaler Eigenschaften, wie Invasi-
vitat, Motilitdat und Apoptoseresistenz, verlieren (siehe 1.2) [40, 87]. In den vorherigen Ver-
suchen zeigte sich, dass Nrf2 die anti-proliferative Wirkung von TGF-B1 antagonisieren und
dartiber ggf. zu dessen pro-tumorigener Wirkung beitragen kann. Als nachstes sollte daher
untersucht werden, welche Effekte Nrf2, allein und im Zusammenspiel mit TGF-1, auf EMT-
assoziierte Prozesse in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen austibt. Daflir wurden beide Zellli-
nien zunachst mit 50 uM tBHQ bzw. 10 ng/ml TGF-B1 fur 72 Stunden stimuliert und deren
Zellmorphologie mikroskopisch untersucht. Abbildung 20 zeigt reprdsentative Aufnahmen
der Analyse.

Im Vergleich der unstimulierten Zelllinien untereinander zeigten sich die HPDE-pBp Zellen in
einem fiir Epithelzellen typischen, dichten und homogenen Zellrasen aus runden bis polygo-
nalen Zellen (Abbildung 20 a). Die Zelllinie HPDE-kras hingegen wies ein deutlich mesen-
chymaleres Erscheinungsbild auf (Abbildung 20 b). Der Zellrasen war deutlich aufgelockerter
und mit spindelférmigen Zellen durchsetzt. Die Stimulation mit TGF-B1 bewirkte erwar-
tungsgemald in beiden Zelllinien eine Mesenchymalisierung des Phanotyps mit Auflockerung
des Zellrasens und Zunahme des Zell-Zell-Abstandes (Abbildung 20 ¢ und d). Vor allem die
HPDE-kras Zellen zeigten sich gleichmaRig verteilt, gleichbedeutend mit einer Zunahme des
Zell-Zell-Abstandes, und wiesen eine gestrecktere Morphologie auf.

Einen noch diinneren Zellrasen und die ausgepragtesten Spindelformen bildeten die Zellen

unter Stimulation mit tBHQ aus (Abbildung 20 e und f). Diese Merkmale waren wiederum
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bei den HPDE-kras Zellen deutlich starker ausgebildet. Sie bildeten sehr langgezogene, spin-
delformige Zellen, welche in losen Zellkolonien wuchsen. Auch der Anteil toter Zellen, das
heillt nicht adharenter Zellen, nahm in beiden Zelllinien durch die Stimulation deutlich zu.
Diese Resultate passen zu den Ergebnissen zur Zellviabilitdat unter denselben Bedingungen,

welche zuvor untersucht wurde (siehe 4.1.1 und 4.1.2).

HPDE-pBp HPDE-kras

ub

TGF-B1

tBHQ

Abbildung 20. Morphologie von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 72-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml
TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten Zellen (ub) bei 140-facher und bei 280-facher Vergro-
Rerung. Die linke Spalte zeigt reprdsentative Bilder der HPDE-pBp Zellen, die rechte Spalte reprasentative Bilder
der HPDE-kras Zellen, (a und b) unbehandelt, (c und d) stimuliert mit TGF-1, (e und f) stimuliert mit tBHQ.

4.2.2 TGF-B1 moduliert die Expression von EMT-Markern in HPDE-pBp und HPDE-kras
Zellen mehr als tBHQ

HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen wiesen nicht nur in Gegenwart von TGF-B1, sondern auch
nach Stimulation mit tBHQ deutliche morphologische Verdanderungen auf, welche mit dem

Durchlaufen der EMT assoziiert sein kdnnten. Daher sollte im Folgenden untersucht werden,
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ob der Erwerb einer fiir mesenchymale Zellen typischen Zellmorphologie mit einem Expres-
sionsverlust epithelialer Marker zugunsten der Expression mesenchymaler Markergene ein-
hergeht. Daflir wurden HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen flr 24 bzw. 72 Stunden mit 10 ng/ml
TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ stimuliert, die RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Mittels
Realtime PCR wurden typische EMT-Marker (E-Cadherin, Vimentin, LLCAM, Slug), Nrf2 sowie
Nrf2-Zielgene (GCLC, NQO1, HO-1) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 darge-
stellt.

Nach 72-stiindiger Stimulation mit TGF-B1 waren in beiden Zelllinien eine verminderte E-
Cadherinexpression und eine deutliche Hochregulation von Vimentin, LICAM und Slug zu
verzeichnen. Dies entspricht einem mesenchymalen Expressionsprofil dieser EMT-Marker,
welches im Einklang mit den phanotypischen Beobachtungen steht (siehe 4.2.1). Dabei zeig-
ten sich die Effekte in den HPDE-kras Zellen ausgepragter als in den HPDE-pBp Zellen. AulRer
einer Reduktion der E-Cadherinexpression konnten, im Gegensatz zu TGF-B1, in tBHQ-
stimulierten Zellen keine wesentlichen mesenchymalen Anderungen beobachtet werden.
Die Expression von Nrf2 war in beiden Zelllinien vergleichbar und allein durch die Kultivie-
rungsdauer von 72 Stunden erhdéht, blieb aber sowohl nach Stimulation mit TGF-B1 als auch
mit tBHQ unverandert. Hinsichtlich der Nrf2-Zielgene antworteten die Zellen auf den tBHQ-
Stimulus mit einer deutlichen Induktion von GCLC, NQO1 und HO-1, die bereits nach 24
Stunden, aber auch noch nach 72 Stunden zu verzeichnen war. Durch die Stimulation mit
TGF-B1 blieb die Expression dieser Gene hingegen unverdandert. Diese Nrf2-Zielgene stehen
demzufolge vermutlich nicht in Zusammenhang mit der TGF-B1-vermittelten Modulation der
EMT-Marker E-Cadherin, Vimentin, LLCAM und Slug.

Zusammenfassend bestatigten diese Befunde TGF-B1 als potenten Induktor der EMT in be-
nignen und pramalignen Pankreasgangepithelzellen. Die augenscheinliche morphologische
EMT-Induktion durch tBHQ zeigte auf transkriptioneller Ebene der EMT-Marker jedoch kein
eindeutiges Aquivalent. Nrf2 scheint weder durch TGF-B1 noch durch tBHQ transkriptionell
reguliert zu werden. Ferner scheinen die Nrf2-Zielgene GCLC, NQO1 und HO-1 auf transkrip-

tioneller Ebene zwar durch tBHQ, nicht aber durch TGF-B1 reguliert zu werden.
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Abbildung 21. RT-Realtime Analyse verschiedener Zielgene in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 24- bzw.
72-stundiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 bzw. mit 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten (ub) Zellen.
HPDE-pBp sind dunkelblau dargestellt, HPDE-kras blau. Alle Ergebnisse wurden auf TBP normalisiert. Gezeigt
sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhangigen Versuchen. * p < 0,05.
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4.2.3 Nrf2 hat keinen Einfluss auf die Morphologie von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

Um gezielt den Einfluss der Nrf2-Expression auf EMT-assoziierte Veranderungen zu untersu-
chen, wurden HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zum einen mit Nrf2-HA bzw. Kontrollplasmid
(pcDNA3.1) und zum anderen mit Nrf2-spezifischer bzw. control siRNA transfiziert und fir 48
Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 behandelt oder unbehandelt belassen. AnschlieRend wurde
Uberpruft, ob Nrf2 zu dhnlichen morphologischen Veranderungen beider Zelllinien fihrt wie
die Stimulation mit tBHQ.

Wie in den vorherigen Versuchen gezeigt, konnte die TGF-B1-vermittelte morphologische
EMT-Induktion in den kontrolltransfizierten Zelllinien bestatigt werden (Abbildung 22 und
23), wobei der Effekt in den HPDE-kras Zellen wiederum ausgepragter war. Im Gegensatz zur
Behandlung mit tBHQ wurden diese Effekte weder durch Uberexpression (Abbildung 22)
noch durch Suppression von Nrf2 (Abbildung 23) verandert. Die transkriptionelle Verande-

rung des Nrf2-Levels hatte morphologisch also keinerlei Auswirkungen.
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HPDE-pBp HPDE-kras
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Abbildung 22. Morphologie Nrf2-Uberexprimierender (Nrf2-HA) HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-
stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kontrolltransfizierten
(pcDNA3.1) Zellen bei 140-facher und bei 280-facher VergroRerung. Die linke Spalte zeigt reprasentative Bilder
der HPDE-pBp Zellen, die rechte Spalte reprasentative Bilder der HPDE-kras Zellen, (a und b) pcDNA3.1-
Transfektion, unbehandelt, (¢ und d) pcDNA3.1-Transfektion, TGF-B1-Stimulation, (e und f) Nrf2-HA-
Transfektion, unbehandelt, (g und h) Nrf2-HA-Transfektion, TGF-B1-Stimulation.

57



4 ERGEBNISSE

HPDE-pBp HPDE-kras

con siRNA
ub

con siRNA
TGF-B1

Nrf2 siRNA
ub
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Abbildung 23. Morphologie Nrf2-supprimierter (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stlindiger
Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kontrolltransfizierten (con siRNA)
Zellen bei 140-facher und bei 280-facher VergréRerung. Die linke Spalte zeigt reprasentative Bilder der HPDE-
pBp Zellen, die rechte Spalte reprasentative Bilder der HPDE-kras Zellen, (a und b) con siRNA-Transfektion,
unbehandelt, (c und d) con siRNA-Transfektion, TGF-B1-Stimulation, (e und f) Nrf2 siRNA-Transfektion, unbe-
handelt, (g und h) Nrf2 siRNA-Transfektion, TGF-B1-Stimulation.
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4.2.4 Nrf2 beeinflusst die Expression von EMT-Markern auf transkriptioneller Ebene nur

gering

Wenngleich Nrf2 keinen Einfluss auf die Morphologie bzw. auf die TGF-f1 vermittelte
Mesenchymalisierung der Zellen hatte, sollte als nachstes untersucht werden, welche Effek-
te die Nrf2-Expression allein oder in Kombination mit TGF-B1 auf die Expression von EMT-
Markern hat. Dazu wurden HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zum einen mit Nrf2-HA bzw.
Kontrollplasmid (pcDNA3.1) und zum anderen mit Nrf2-spezifischer bzw. control siRNA trans-
fiziert und fur 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 behandelt oder unbehandelt belassen. An-
schliefend erfolgte eine Expressionsanalyse der EMT-Marker E-Cadherin, Vimentin und
L1CAM mittels Realtime PCR. Die Ergebnisse der Realtime PCR-Analyse der Nrf2-
Uberexprimierenden HPDE Zellen sind in Abbildung 24 dargestellt.

Die Stimulation mit TGF-B1 fihrte in den Kontrollgruppen beider Zelllinien zu einem Anstieg
des Expressionslevels von E-Cadherin, LICAM und Vimentin. Durch die Uberexpression von
Nrf2 wurde die Expression dieser drei Gene kaum verandert. In Kombination mit TGF-B1 wa-
ren leichte Veranderungen zu beobachten. So war die Expression von E-Cadherin leicht ver-
mindert, wohingegen die Expression von Vimentin und L1CAM im Vergleich zu pcDNA3.1-
transfizierten und TGF-B1 stimulierten Zellen tendenziell erh6ht war. Diese Tendenz konnte

bei HPDE-kras Zellen starker beobachtet werden als bei HPDE-pBp Zellen.
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Abbildung 24. RT-Realtime Analyse verschiedener EMT-assoziierter Gene in Nrf2-liberexprimierenden HPDE-
pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten
(ub) und kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. HPDE-pBp sind dunkelblau dargestellt, HPDE-kras blau. Alle
Ergebnisse wurden auf TBP normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unab-
hangigen Versuchen. * p < 0,05.

Zur Verminderung der Nrf2-Level wurden beide Zelllinien mit Nrf2 bzw. control siRNA zur
Kontrolle transfiziert. Anschliefend blieben die Zellen entweder unbehandelt oder wurden
fur 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.

Auch hier fuhrte die Stimulation mit TGF-B1 in control siRNA-transfizierten HPDE-pBp und
HPDE-kras Zellen zu einem Anstieg der mesenchymalen Marker Vimentin und L1CAM, wobei
die Effekte in HPDE-kras Zellen wiederum stdarker ausgepragt waren als in den HPDE-pBp
Zellen. Hinsichtlich der E-Cadherinexpression war in den HPDE-pBp Zellen eine leichte Induk-
tion, in HPDE-kras Zellen hingegen eine leichte Verminderung zu detektieren. Die siRNA-
vermittelte Verminderung der Nrf2-Expression dnderte weder in unbehandelten noch in
TGF-B1-behandelten Zellen beider Zelllinien die Expression von E-Cadherin. Hinsichtlich der

mesenchymalen Marker Vimentin und LICAM war hingegen eine leicht verminderte TGF-B1-
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vermittelte Induktion nach Nrf2-Knockdown zu beobachten, was mit den Ergebnissen von

Nrf2-Uberexprimierenden Zellen in Einklang steht.
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Abbildung 25. RT-Realtime-Analyse verschiedener EMT-assoziierter Gene in Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA)
HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehan-
delten (ub) und kontrolltransfizierten (con siRNA) Zellen. HPDE-pBp sind dunkelblau dargestellt, HPDE-kras
blau. Alle Ergebnisse wurden auf TBP normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von
drei unabhangigen Versuchen. * p < 0,05. Aus Griinden der besseren Darstellung wurden die Transkriptionsle-
vel von Vimentin in HPDE-pBp Zellen zusatzlich separat dargestellt.

Zusammenfassend deuten diese Befunde darauf hin, dass Nrf2 keinen bzw. nur einen gering-
fligigen Einfluss auf die Expression der hier untersuchten EMT-Marker in benignen und pra-
malignen Pankreasgangepithelzellen hat. Auch die TGF-Bl-vermittelten Effekte auf diese
Marker werden dadurch nur geringfligig modifiziert. Darliber hinaus ist das mesenchymalere
Transkriptionsprofil der HPDE-kras Zellen, sowohl basal als auch TGF-B1-vermittelt, kongru-

ent zu deren mesenchymalen Phanotyp unter diesen Bedingungen.
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4.2.5 Der Effekt von Nrf2 auf die EMT-Markerexpression ist auch auf Proteinebene gering

Ergdnzend zu den Analysen auf RNA-Ebene (siehe 4.2.2 und 4.2.4) sollte die Expression EMT-
assoziierter Gene in Abhangigkeit von Nrf2 auch auf Proteinebene mithilfe von Western
Blots verifiziert werden. Ferner sollte mit der Detektion der phosphorylierten Formen von
Smad3 und p38 MAPK zwei Signalwege untersucht werden, durch die TGF-B1 seine Wirkung
auf Zellwachstum und EMT-assoziierte Veranderungen in Epithelzellen vermittelt (siehe
1.2.4). Daflir wurden Ganzzelllysate aus HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen generiert, die ent-
weder mit Nrf2-HA bzw. Kontrollplasmid (pcDNA3.1) oder mit Nrf2-spezifischer bzw. control
siRNA transfiziert und danach fir 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 behandelt wurden oder
unbehandelt blieben. Reprasentative Western Blots sind in Abbildung 26 und 27 zu sehen.
Die Effektivitdt der Plasmidtransfektion wurde mittels eines HA-spezifischen Antikorpers
Uberpruft, der an den HA-Tag des durch das Plasmid kodierten Nrf2 bindet.

Die TGF-B1-Stimulation flhrte in kontrolltransfizierten Zellen zur Repression von E-Cadherin
und zur Induktion von LICAM und Vimentin. Unter Uberexpression von Nrf2 waren eine ho-
here Expression von E-Cadherin und eine leichte Repression von L1CAM und Vimentin zu
verzeichnen. Ferner konnte in beiden Zelllinien unter Uberexpression von Nrf2 und TGF-B1-
Stimulation geringere Level an phosphoryliertem p38 und Smad3 detektiert werden. Diese
Unterdrickung TGF-B1l-induzierter Signalwege steht in Einklang mit der héheren Proliferati-

onstatigkeit unter diesen Bedingungen (siehe in 4.1.4).
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Abbildung 26. Westernblot-Analyse von Ganzzelllysaten Nrf2-tiberexprimierender (Nrf2-HA) HPDE-pBp und
HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und
kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Zur Uberpriifung des Proteinauftrags wurde HSP90 detektiert. Ein
reprasentativer Western Blot von drei unabhangigen Versuchen ist gezeigt.

Als nachstes sollte Gberprift werden, wie sich die Suppression der Nrf2-Spiegel auf die Ex-
pression der EMT-Marker und die beiden TGF-Bl-abhangigen Signalwege auswirkt. Die Ef-
fektivitat des Nrf2-Knockdowns wurde durch Detektion von Nrf2 in Ganzzelllysaten von
transfizierten HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen Uberprift (Abbildung 27).

Im Gegensatz zu den Befunden nach Nrf2-Uberexpression, hatte die Verminderung von Nrf2
in beiden Zelllinien weder einen Einfluss auf die E-Cadherin-Expression noch auf die Expres-
sion der mesenchymalen Marker L1CAM und Vimentin. Auch die TGF-B1l-abhangigen Effekte
auf die EMT-Marker blieben durch den Nrf2-Knockdown unverandert. Jedoch konnte, in Ein-

klang mit den Effekten der Nrf2-Uberexpression, unter Nrf2-Suppression sowohl eine ver-
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starkte Phosphorylierung von p38 als auch von Smad3 in HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen

verzeichnet werden.

HPDE-pBp HPDE-kras

con siRNA Nrf2 siRNA con siRNA Nrf2 siRNA
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Abbildung 27. Westernblot-Analyse von Ganzzelllysaten Nrf2-supprimierter (Nrf2 siRNA) HPDE-pBp und HPDE-
kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehandelten (ub) und kon-
trolltransfizierten (con siRNA) Zellen. Zur Uberpriifung des Proteinauftrags wurde HSP90 detektiert. Ein repra-
sentativer Western Blot von drei unabhangigen Versuchen ist gezeigt.

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass die Expression der EMT-Marker E-
Cadherin, LICAM und Vimentin sowie deren TGF-B1-vermittelte Anderungen in HPDE-pBp
und HPDE-kras Zellen nicht maRgeblich durch Nrf2 moduliert werden. Jedoch geben die Er-
gebnisse zur unterschiedlichen Phosphorylierung von p38 und Smad3 Hinweise auf Interak-

tionen von Nrf2 mit TGF-B1-Signalwegen.
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4.2.6 TGF-B1 und tBHQ steigern nur in HPDE-pBp Zellen, nicht aber in HPDE-kras Zellen

die Invasionsfahigkeit

Die Gewebeinvasion und die verstarkte Migrationsfahigkeit gehdren zu den entscheidenden
Merkmalen von Tumorzellen und sind auch fiir die Pathogenese des PDAC essentiell [52].
Auch wenn es bisher nur wenige Studien liber den Beitrag von Nrf2 zu diesem Prozess gibt,
konnte ihm bereits eine Bedeutung in der Metastasenbildung des 6sophagealen Plat-
tenepithelkarzinoms nachgewiesen werden [67]. Es wird zudem die Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren, die Invasion und Metastasierung initiieren, vermutet. Dies geschieht
offenbar vor allem unter hypoxischen Bedingungen der Tumorumgebung [79]. Zur Uberprii-
fung des Einflusses von Nrf2 allein bzw. in Kombination mit TGF-B1 auf das Invasionsverhal-
ten benigner und pramaligner Pankreasgangepithelzellen, wurden HPDE-pBp und HPDE-kras
Zellen zunéachst Gber einen Zeitraum von 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1 oder 50 uM tBHQ
stimuliert. Dann wurde in einer modifizierten Boyden-Kammer die Zellinvasion durch eine
Kollagen I-Matrix untersucht (siehe 3.6). Die Ergebnisse der Analyse zeigt Abbildung 28.

HPDE-kras Zellen wiesen, analog zu dem zuvor identifizierten mesenchymaleren Phanotyp
(siehe 4.2.1 und 4.2.3), eine héhere Invasionsfahigkeit als die HPDE-pBp Zellen auf. Interes-
santerweise konnte in HPDE-pBp Zellen nach Stimulation mit TGF-B1, aber vor allem mit
tBHQ ein deutlich erhdhter Anteil invadierter Zellen detektiert werden. In HPDE-kras Zellen
vermochten beide Stimulanzien die Invasionsfdhigkeit hingegen nicht zu erhéhen. Vielmehr

war der Anteil invadierter Zellen nicht geringer als bei unstimulierten HPDE-kras Zellen.
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Abbildung 28. Invasionsassay in einer modifizierten Boyden-Kammer mit HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach
48-stlindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 bzw. 50 uM tBHQ im Vergleich zu unbehandelten (ub) Zellen. Die
Daten zeigen den Prozentsatz invadierter Zellen und sind anhand von Mittelwerten mit Standardabweichungen
von vier unabhdngigen Versuchen dargestellt. * = p < 0,05.

4.2.7 Die Zellinvasion von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen erfolgt Nrf2-unabhangig

Um den Einfluss von Nrf2 allein und im Zusammenspiel mit TGF-B1 auf die Invasionsfahigkeit
von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zu untersuchen, wurden beide Zelllinien zum einen mit
Nrf2-HA bzw. Kontrollplasmid (pcDNA3.1) und zum anderen mit Nrf2-spezifischer bzw. con-
trol siRNA transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden fir 48 Stunden mit 10 ng/ml TGF-B1
stimuliert oder unbehandelt belassen, um anschlieBend das Invasionsvermoégen durch eine
Kollagen I-Matrix in einer modifizierten Boyden-Kammer zu analysieren. Die Ergebnisse des
Invasionsassays sind in Abbildung 29 und 30 zu sehen.

Erneut fiel die starkere basale Invasionsfahigkeit der HPDE-kras Zellen im Vergleich zu HPDE-
pBp Zellen auf. Diese wurde jedoch weder durch die Stimulation mit TGF-B1 noch durch den
erhohten Spiegel von Nrf2 wesentlich verandert. Es war sogar eher ein leichter Riickgang der
Invasionsfihigkeit zu beobachten. Wihrend die Uberexpression von Nrf2 allein keinen Effekt
auf die basale Invasionsfahigkeit von HPDE-pBp Zellen hatte, wurde die TGF-B1-induzierte

Invasion dieser Zellen leicht verstarkt.
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Abbildung 29. Invasionsassay in einer modifizierten Boyden-Kammer mit Nrf2-liberexprimierenden (Nrf2-HA)
HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehan-
delten (ub) und kontrolltransfizierten (pcDNA3.1) Zellen. Die Daten zeigen den Prozentsatz invadierter Zellen
und sind anhand von Mittelwerten mit Standardabweichungen von drei unabhéngigen Versuchen dargestellt.

Invasionsassays von control siRNA-transfizierten HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen bestatigten
den starkeren invasionssteigernden Effekt von TGF-B1 in HPDE-pBp im Vergleich zu den
HPDE-kras Zellen. Die siRNA-vermittelte Verminderung der Nrf2-Expression in beiden Zellli-
nien beeinflusste weder deren basale Zellinvasion noch deren Invasionsverhalten nach TGF-

B1 Stimulation.
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Abbildung 30. Invasionsassay in einer modifizierten Boyden-Kammer mit Nrf2-supprimierten (Nrf2 siRNA)
HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml TGF-B1 im Vergleich zu unbehan-
delten (ub) und kontrolltransfizierten (con siRNA) Zellen. Die Daten zeigen den Prozentsatz invadierter Zellen
und sind anhand von Mittelwerten mit Standardabweichungen von vier unabhéngigen Versuchen dargestellt.

Zusammenfassend deuten die Befunde der Invasionsassays darauf hin, dass K-ras-mutierte
HPDE Zellen basal invasiver sind als K-ras-Wildtyp-HPDE Zellen, in Letzteren jedoch die Inva-
sionsfahigkeit durch TGF-B1 starker erhoht werden kann. Da keine bzw. nur schwache Effek-
te durch Modulation der Nrf2-Spiegel auf die basale sowie TGF-B1-induzierte Zellinvasion in
beiden Zelllinien verzeichnet werden konnte, scheint die Zellinvasion benigner und prama-

ligner Pankreasgangepithelzellen — auch im Kontext von TGF-B1 — eher unabhangig von Nrf2

zu erfolgen.
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Fir die Entwicklung und die zelluldre Homdostase von Epithelien reprasentiert TGF-B1, u.a.
durch seine stark anti-proliferative, zytoprotektive, apoptoseregulierende und tumorsupp-
resive Wirkungen, einen zentralen Regulator. Maligne Zellen unterliegen diesen regulieren-
den Eigenschaften nicht mehr, sondern sind durch autonomes Proliferations- und Migrati-
onsverhalten gekennzeichnet. Paradoxerweise wird TGF-B1 auch mit diesen Phdanomenen in
Zusammenhang gebracht. So konnte gezeigt werden, dass pathologische TGF-B1-Signalwege
maligne Eigenschaften, wie das ungehemmte Tumorwachstum, die Zellmigration und die
Chemoresistenz fordern [88, 89]. Der ubiquitar produzierte Botenstoff birgt also ein hohes
onkogenes Potential, ist darlber hinaus der am besten charakterisierte Induktor der EMT
und leistet einen entscheidenden Beitrag zur Entwicklung des PDAC (siehe 1.2.4) [51, 52, 90].
Die Ursachen dieser paradoxen Wirkungen sind bisher nur ansatzweise erforscht. So schei-
nen beispielsweise Mutationen im K-ras-Onkogen oder der vermehrte Einfluss inflammatori-
scher Mediatoren, wie IL-6 oder TNF-q, in benignen und malignen Epithelzellen zur Aktivie-
rung von MAP-Kinasen wie ERK zu fihren. Dies resultiert in der gesteigerten TGF-B1-
Synthese und einem mesenchymalen, invasiven Phanotyp [88, 91, 92].

Die Ergebnisse unserer vorliegenden Arbeit weisen auf weitere mogliche Ursachen der be-
schriebenen Wirkungsumkehr von TGF-B1 im Zusammenhang mit dem anti-oxidativen Tran-
skriptionsfaktor Nrf2 hin, welcher mit der inflammatorischen, pankreatischen Karzinogenese
ebenfalls in engem Zusammenhang steht. Schiitzt er im gesunden Gewebe die Zellen durch
Induktion einer Vielzahl zytoprotektiver Enzyme und Gene vor oxidativem und elektrophilem
Stress, so ist er gleichzeitig ein Protoonkogen, welches kontextabhdngig den malignen Entar-
tungsprozess beglinstigen kann [57, 60, 69, 93]. Nrf2 kommt also eine dem TGF-B1 dhnliche,
duale Rolle im Entartungsprozess zu (siehe 1.3). Inwiefern sich potentielle Interaktionen bei-
der Signalwege in Abhangigkeit von mutiertem K-ras bereits auf die sehr frithe pankreatische
Karzinogenese auswirken, war Gegenstand dieser Arbeit und soll im Folgenden diskutiert

werden.
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5.1 Wechselwirkung von TGF-B1, Nrf2 und K-ras und dessen Auswirkungen

auf das Zellwachstum und die Apoptoserate in HPDE Zellen

Gegenstand der ersten Versuche war zu untersuchen, inwiefern TGF-f1, Nrf2 und das mu-
tierte Onkogen K-ras Einfluss auf Eigenschaften wie Proliferation, Zellviabilitdt und Apopto-
serate nehmen. In dieser Intention wurden Zellzahlbestimmungen (siehe 4.1.1), MTS-Assays
(siehe 4.1.2) und Caspase 3/7-Assays (siehe 4.1.3) unter Variation der TGF-B1- und Nrf2-
Level an HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen durchgefiihrt. Wie zu erwarten waren in beiden
Zelllinien sowohl die Zellzahl als auch die Zellviabilitat nach Stimulation mit dem anti-
proliferativ wirkenden TGF-B1 deutlich reduziert. Die deutet auf die physiologische, Hyper-
proliferation vermeidende Wirkung des Zytokins hin, welche sich hier K-ras-unabhangig pra-
sentierte [51, 89]. Zudem kam es unter dem Einfluss des Nrf2-Aktivators tBHQ zu einer noch
starker ausgepragten Reduktion der Zellzahl und der Zellviabilitdt. Dies steht zwar im Gegen-
satz zu den bisher postulierten Wirkungen des Nrf2-Aktivators, denen zufolge der auch als
Konservierungsmittel eingesetzte Stoff auf Lymphozyten eher als proliferationssteigernd gilt
[94], suggeriert jedoch an diesem Punkt eine von Nrf2 ausgehende Proliferationsinhibition
auf die hier untersuchten HPDE Zellen. Die anschlieRend durchgefiihrten Apoptoseassays zur
Evaluation der Ursache der Zellzahlminderungen zeigten, dass HPDE Zellen weder durch
TGF-B1 noch durch tBHQ einen umfassenden Apoptosestimulus erhalten. Vielmehr waren in
den entsprechend stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontollgruppe deutlich geringere
Caspase 3/7-Aktivitaten nachweisbar. Somit scheint der Grund der durch die Stimulanzien
verminderten Zellzahlen nicht die Induktion des programmierten Zelltodes, sondern lediglich
eine Verminderung der Zellteilung zu sein.

Zur Validierung, ob sich die beobachteten, tBHQ-vermittelten Phanomene tatsachlich auf
Nrf2 zuriickfiihren lassen, wurden die gleichen Versuche unter Nrf2-Uberexpression bzw. -
Knockdown wiederholt (siehe 4.1.4 und 4.1.5). Zudem wurden Ki-67-Farbungen unter den-
selben Bedingungen angefertigt, um den Anteil der sich tatsachlich in der aktiven Phase des
Zellzyklus befindlichen Zellen darzustellen (siehe 4.1.6). Nach Analyse der entsprechenden
Messungen kann Nrf2, entgegen den von tBHQ vermeintlich abgeleiteten Eigenschaften,
eine leicht proliferationsinduzierende Wirkung auf HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen zuge-
sprochen werden. So zeigten sich in Nrf2-Gberexprimierenden Zellen beider Zelllinien, so-
wohl in der Zellzahlbestimmung als auch in der Viabilitditsmessung im MTS-Assay, mehr vita-

le Zellen und ein groRerer Anteil sich im aktiven Zellzyklus befindlicher Zellen in der Ki-67-
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Farbung. Nach Transfektion mit Nrf2 siRNA zeigte sich ein entsprechend entgegengesetztes
Bild, was den pro-proliferativen Effekt von Nrf2 unterstiitzt.

Neben dieser Funktion gilt Nrf2 als Vermittler eines umfassenden Apoptoseschutzes [61].
Damit einher geht seine entscheidende Rolle in der Vermittlung der Chemoresistenz vieler
Tumoren, wie auch dem PDAC [74]. Eine mogliche Erklarung dafiir ist die Hochregulation
anti-apoptotischer Proteine durch Nrf2 in Pankreaskarzinomzellen, wie z.B. bcl-2 oder bcl-xL,
oder proteasomaler Proteine, wie z.B. s5a/psmd4 oder a5/psma5 [75, 76, 95]. In Einklang
damit stehen die Ergebnisse dieser Arbeit, gemal derer die hochste Nrf2-Expression mit der
niedrigsten Apoptoserate einhergeht und vice versa. Die Messungen kongruieren mit bereits
gemachten Beobachtungen, denen zufolge Nrf2 maRgeblich am gesteigerten Tumorwachs-
tum und der Resistenz gegeniliber Chemotherapeutika von humanen Pankreaskarzinomzel-
len beteiligt ist [69, 74].

Offen bleibt dennoch die Frage, wie es zu den kontraren Ergebnissen nach tBHQ-Stimulation
und Modulation des Nrf2-Levels auf transkriptioneller Ebene kam. Zwar fiihrte die Anwesen-
heit des Nrf2-Aktivators tBHQ erwartungsgemalR in beiden Zelllinien zu einem deutlich star-
keren Nrf2-Signal im Western Blot (siehe 4.1.1), auf RNA-Ebene konnte allerdings keine Nrf2-
Induktion durch tBHQ verzeichnet werden. Daher beruht die tBHQ-Wirkung moglicherweise
an einer singuldren Dissoziation des Nrf2 von seinem Inhibitor KEAP1 (siehe 1.3.2) [63, 64].
Die plausibelste Erklarung fiir die zuvor erwdahnten widersprichlichen Ergebnisse ist, dass
tBHQ nicht allein zu einer Erhohung von zellular verfiigbarem, aktivem Nrf2 flhrt, sondern
moglicherweise darlber hinaus simultan andere Signalwege aktiviert, welche dominieren
und das Zellwachstum vermindern. Denkbar ware auch, dass die von uns eingesetzte tBHQ-
Dosis zu hoch gewahlt wurde und die Beobachtungen auf toxische Nebenwirkungen zuriick-
zufiihren sind.

Auffallig war zudem, dass die proliferationsinhibierende Komponente des TGF-f1 durch Nrf2
teilweise antagonisiert wurde. So fiel die TGF-B1-induzierte Reduktion der Zellzahl, der Zell-
viabilitdt im MTS-Assay und des Anteils Ki-67-positiver Zellen in Nrf2-Gberexprimierenden
Zellen im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen geringer aus. Nach Nrf2-Knockdown war
die Reduktion der genannten Parameter durch TGF-B1 dafiir umso starker. Diese Befunde
untermauern die Hypothese, dass hohe Nrf2-Level in gewissem Male die zellzyklusregulie-
renden Wirkungen des TGF-B1 in Epithel- bzw. Tumorzellen entkoppeln und ein rasches Zell-

bzw. Tumorwachstum beglinstigen. Ferner wurde der TGF-B1-vermittelte Apoptoseschutz
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durch das anti-oxidative Regulaturprotein noch weiter verstarkt, was darauf hindeutet, dass
am Anfang der Entartung stehende Driisenepithelzellen der Bauchspeicheldriise durch das
Zusammenspiel von Nrf2 und TGF-B1 einen gewissen Uberlebensvorteil erlangen. Auch
wenn hier nur geringe Effekte zu verzeichnen waren, geben die Ergebnisse Hinweise auf die
bereits in der sehr friihen Karzinogenese des PDAC stattfindende Umkehr der beiden Media-
toren von Tumorsuppressoren zu Tumorpromotoren. Darliber hinaus deuten die Apoptose-
daten darauf hin, dass die gesteigerte Zellzahl Nrf2-liberexprimierender Zellen primar auf die
Antagonisierung der TGF-B1-vermittelten Proliferationsinhibition und eher sekundar auf die
Verleihung eines Apoptoseschutzes durch Nrf2 zuriickzufihren ist.

In der Western Blot-Analyse von HPDE Zellen, deren Nrf2-Expression durch Transfektion vari-
iert wurde (siehe 4.2.5), ergaben sich Hinweise auf bestehende Wechselwirkungen beider
Signalwege, welche dartiber hinaus potentielle Erkldrungen fiir die zuvor beobachteten zell-
physiologischen Phanomene liefern. Hier steht die geringere Prasenz der phosphorylierten
Formen der beiden TGF-B1-Effektoren Smad3 und p38 in Nrf2-Uberexprimierenden HPDE
Zellen stellvertretend fiir die Unterdriickung TGF-B1-assoziierter Signalkaskaden durch Nrf2.
Entsprechend kam es in Nrf2-supprimierten Zellen zu einer vermehrten Phosphorylierung
dieser Proteine. Die Nrf2-abhangige Unterdriickung dieser beiden TGF-B1-Effektoren kdnnte
das molekulare Spiegelbild fiir die Nrf2-vermittelte Inhibition TGF-B1l-induzierter Prozesse,
wie beispielsweise die von uns beobachtete Nrf2-bedingte Antagonisierung der Proliferati-
onsinhibition des TGF-B1, sein [52].

Interessanterweise geben bereits die anfangs angefertigten Western Blots zur Evaluierung
der basalen und stimulationsbedingten Nrf2-Expression (siehe 4.1.1) Hinweise auf die ge-
genseitige Beeinflussung der Signalwege von TGF-B1 und Nrf2. So fiel im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen beider Zelllinien eine direkte Nrf2-Repession in TGF-B1-
stimulierten Zellen auf. Sowohl in Brustepithelzellen der Maus als auch in humanen Nie-
renepithelzellen konnte die TGF-Bl-abhdngige Unterdriickung der Nrf2-vermittelten anti-
oxidativen Stressantwort bereits beobachtet werden [50, 96]. Als Ursache gilt die Aktivie-
rung des Smad-Signalweges durch TGF-B1, infolgedessen es ebenso zu einer Repression des
Nrf2 und seiner Zielgene, wie beispielsweise HO-1, kommt. In dieser Arbeit konnte hingegen
dieser Effekt von TGF-B1 auf die Nrf2-Effektoren in HPDE Zellen nicht beobachtet werden.
Die Expression der Nrf2-Zielgene GCLC, NQO1 und HO-1 zeigte sich von der TGF-B1-

Stimulation in der Realtime PCR unabhangig [50, 96]. Festzuhalten bleibt dennoch, dass die
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anti-oxidative Zellantwort, reprasentiert durch Nrf2, durch TGF-B1 und dessen Signalkaska-
den unterdriickt werden kann, was wiederum ein weiterer Mechanismus der frilhen Kreb-
sentstehung sein konnte.

Wird die basale Nrf2-Expression beider unbehandelten Zelllinien verglichen, fallt Folgendes
auf: Allein das mutierte Protoonkogen K-ras scheint die Menge von aktivem Nrf2 in HPDE
Zellen zu erhohen. So fallt die Detektion eines leicht erhdhten, basalen Nrf2-Signals in unbe-
handelten, K-ras-mutierten HPDE Zellen im Vergleich zu den HPDE Zellen mit der Wildtyp-
form des Onkogens auf. GemaR den bereits am endogenen Mausmodell gemachten Be-
obachtungen gehort die Mutation im K-ras-Gen zu den Schliisselmechanismen der Nrf2-
Aktivierung in der pankreatischen Tumorgenese [66]. Diese Kausalitat lasst sich aufgrund
unserer Beobachtungen zumindest teilweise auf humane Pankreasgangepithelzellen lber-
tragen. Die Aktivierung des Onkogens K-ras und die Einflisse der inflammatorischen Mikro-
umgebung im Rahmen einer chronischen Entziindung gelten als die beiden Hauptausloser
eines permanent erhéhten Nrf2-Levels in pramalignen Zellen, wodurch die pankreatische
Tumorgenese beschleunigt wird. Dies wird unter anderem auch daran deutlich, dass Nrf2-
defiziente Mause seltener PanINs entwickeln [21, 66]. Entgegen den zuvor diskutierten Pha-
nomenen konnte allerdings durch die Prasenz von mutiertem K-ras und der damit verbun-
denen Nrf2-Aktivierung keine Augmentation der Nrf2-assoziierten Veranderungen festge-
stellt werden. HPDE-kras Zellen erfuhren also durch ihr mutiertes Onkogen keinen profunde-
ren Schutz von den proliferationsinhibierenden Eigenschaften des TGF-B1. Mdglicherweise
ist die K-ras-vermittelte Nrf2-Aktivierung in benignen Pankreasgangepithelzellen noch zu
schwach, als dass sich dieser Zusammenhang auf die Proliferationseigenschaften auswirken
konnte oder es fehlt ein weiteres Signal, welches in vivo durch die Zellen der Mikroumge-
bung vermittelt wird.

Mit der Hyperproliferationsdesinhibition und der Verstiarkung des Apopotoseschutzes
scheint Nrf2 einen entscheidenden Beitrag zur Wirkungsumkehr des TGF-B1 in der frihen
Karzinogenese des PDACs zu leisten. Dariliber kénnte Nrf2 an der Initilerung der pro-
tumorigenen Wirkung des TGF-B1 im Kontext der inflammationsassoziierten PDAC-

Entstehung beteiligt sein.
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5.2 Die TGF-B1-vermittelte EMT in HPDE Zellen wird durch Nrf2 nicht beein-

flusst

Inwiefern Nrf2 und die zuvor diskutierten Ergebnisse (siehe 5.1) Einfluss auf die EMT neh-
men, einem weiteren, eng mit der Karzinogenese verbundenen Prozess, bei welchem Epithe-
lien ihre differenzierten Charakteristika zugunsten eines mesenchymalen Phanotyps mitsamt
den damit verbundenen Eigenschaften aufgeben (siehe 1.2), soll anhand der weiteren Er-
gebnisse diskutiert werden. An renalen Tubuluszellen der Maus und des Menschen wurde
bezliglich dieser durch TGF-B1 malgeblich regulierten Transdifferenzierungsvorgange be-
reits eine hemmende, den epithelialen Phanotyp stabilisierende Wirkung durch Nrf2 beo-
bachtet [96, 97]. Vor diesem Hintergrund fiihrten wir Versuche durch, bei denen die Abhan-
gigkeit EMT-assoziierter Prozesse (z.B. morphologische Verdnderungen, Anderungen in der
Expressionn von EMT-Markern und Invasionsverhalten) von TGF-B1, Nrf2 und mutiertem K-
ras im Fokus stand.

Zuerst wurden mikroskopische Analysen von HPDE-pBp und HPDE-kras Zellen angefertigt
(siehe 4.2.1 und 4.2.3). Erwartungsgemal’ prasentierte sich TGF-B1 als EMT-Induktor in bei-
den Zelllinien, was sich daran bemessen lie3, dass unter seinem Einfluss stehende Zellen im
Vergleich zu unstimulierten Zellen einen mesenchymaleren Phanotyp aufwiesen. Hierzu ge-
horen ein aufgelockerter Zellrasen mit der Zunahme des Zell-Zell-Abstandes und eine spin-
delférmige, weniger differenzierte Zellmorphologie. Analog zu den morphologischen Veran-
derungen unter TGF-B1-Einfluss zeichneten sich sowohl in der Realtime PCR (siehe 4.2.2) als
auch im Western Blot (siehe 4.2.5) EMT-typische Veranderungen im Expressionsprofil typi-
scher EMT-Marker in HPDE Zellen ab. So waren eine Repression des epithelialen E-Cadherins
und die Induktion der mesenchymalen Marker Vimentin, L1ICAM und Slug zu beobachten.
Auch die Quantifizierung der Invasionsfahigkeit mittels modifizierter Boyden-Kammer besta-
tigte TGF-B1 als EMT-Induktor — unter seinem Einfluss stehende Zellen zeigten einen grolie-
ren Anteil invasiver Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe [40, 51, 52].

Auffallend war, dass allein durch das Vorhandensein der K-ras-Mutation die HPDE Zellen,
sowohl unbehandelt als auch TGF-B1-stimuliert, eine mesenchymale Zellmorphologie ausbil-
deten, wohingegen K-ras-Wildtyp HPDE Zellen einen dichten, homogenen Zellrasen polygo-
naler Zellen ausbildeten (siehe 4.2.1). Diese Mesenchymalisierung liel8 sich ferner sowohl auf
transkriptioneller Ebene (siehe 4.2.2) als auch im Invasionsvermogen der Zellen (siehe 4.2.7)

nachvollziehen. So bewirkte mutiertes K-ras, im Vergleich zum Wildtypstatus, einen Zuge-
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winn der mesenchymalen Marker Vimentin, LLCAM und Slug in der Realtime PCR-Analyse
und ein basal invasiveres Verhalten im Invasionsassay. Offensichtlich werden durch das mu-
tierte Onkogen Prozesse aktiviert, welche die EMT weiter vorantreiben. Ob dies durch die
Interaktion mit TGF-B1-Signalwegen, wie beispielsweise Slug, geschieht, bleibt zu prifen.
Entgegen unserer Vermutung, diese Phanomene kénnten auf die bereits beobachtete K-ras-
vermittelte Nrf2-Induktion zuriickzufiihren sein (siehe 5.1) [21, 66], fihrte jedoch die Varia-
tion der Nrf2-Expression mittels Uberexpression bzw. Suppression zu keinen eindeutigen
EMT-typischen Veranderungen. So konnten keine Nrf2-abhdngigen Veranderungen der
Morphologie (siehe 4.2.3), des Expressionsprofils bestimmter EMT-Marker (siehe 4.2.4 und
4.2.5) oder der Invasionsfahigkeit (siehe 4.2.7) festgestellt werden. Lediglich das Zusammen-
spiel von TGF-B1 und Nrf2 bewirkte vor allem in HPDE-kras Zellen eine leichte Mesenchyma-
lisierung des EMT-Markerprofils, was als dezenter Synergismus gedeutet werden kann. Dar-
Uber hinaus konnte die TGF-B1-abhdngige Invasionsfahigkeit von HPDE-pBp Zellen durch die
Anwesenheit von Nrf2 etwas gesteigert werden. Allerdings waren diese Verdanderungen alle-
samt zu gering ausgepragt, als dass eine eindeutige Abhangigkeit von Nrf2 geschlussfolgert
werden kann (siehe 5.1). Als Erklarung fiir die oben erwahnte K-ras-abhangige EMT kommen
moglicherweise andere, bereits in Pankreaskarzinomzellen nachgewiesene Signalwege, wie
beispielsweise die K-ras-vermittelte Induktion der mit der EMT in Zusammenhang stehenden
Onkogene CDK8 und PDGF-D, in Betracht [98, 99].

Die Beobachtung, dass tBHQ-stimulierte Zellen beider HPDE Zelllinien die ausgepragteste
mesenchymalen Morphologie zeigten (siehe 4.2.1) und die EMT in beiden Zelllinien Nrf2-
unabhangig zu sein scheint, untermauert, dass die Nrf2-Aktivierung nicht die einzige hier
relevante tBHQ-Wirkung zu sein scheint. Da die tBHQ-Stimulation zudem keine oder nur ge-
ringe EMT-aquivalente Expressionsveranderungen bewirkte (siehe 4.2.2), scheint die Ursa-
che dieser Phanomene zudem nicht das Durchlaufen der EMT zu sein. Unter tBHQ-Einfluss
stehende HPDE Zellen zeigten zwar ein starkeres Nrf2-Signal im Western Blot, jedoch keine
verstarkte Nrf2-Transkription in der Realtime PCR. Dies bestatigt, dass die tBHQ-vermittelte
Nrf2-Aktivierung auf der Dissoziation dessen von seinem Inhibitor KEAP1 beruht und nicht
auf einer Induktion auf Transkriptionsebene (siehe 1.3.2) [63]. Wie bereits in Absatz 5.1
vermutet fihrt tBHQ moglicherweise nicht allein zur Nrf2-Aktivierung, sondern aktiviert
eventuell simultan andere Signalwege, welche fiir die beobachteten Veranderungen verant-

wortlich sein konnten.
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In verschiedenen Epithel- und Karzinomzelllinien wurden bereits eindeutige Effekte von Nrf2
auf die EMT beobachtet, denen zufolge das anti-oxidative Regulatorprotein die TGF-f1-
vermittelten Effekte antagonisiert und somit ein epithelialer Phanotyp stabilisiert wird [96,
97, 100]. In anderen HPDE Zellen sowie in malignen PDAC-Zellen der Zelllinie Colo 357 wur-
den gegenseitige Interaktionen von Nrf2 und TGF-B1 bezlglich EMT-assoziierter Verande-
rungen beobachtet, welche in den malignen Zellen eindeutiger ausfielen und als Synergis-
mus beider Signalwege gedeutet wurden. So konnte vor allem die TGF-B1-vermittelte Invasi-
onsfahigkeit der malignen Zellen Nrf2-abhangig deutlich gesteigert werden. Dariber hinaus
zeigten Colo357 Zellen, dhnlich wie die von uns untersuchten HPDE-kras Zellen, eine basal
erhohte Nrf2-Expression, welche, anders als in HPDE-kras Zellen, durch TGF-B1-Stimulation
weiter gesteigert werden konnte [101]. Auf Basis der hier erhobenen Ergebnisse kann jedoch
keine solch eindeutige Aussage beziiglich der in dieser Arbeit untersuchten HPDE Zellen ge-
troffen werden. Zusammenfassend scheinen EMT-assoziierte Veranderungen benigner und
pramaligner (K-ras-mutierter) Pankreasgangepithelzellen weitgehend unabhéngig von dem
anti-oxidativen Regulatorprotein Nrf2 zu sein.

In der Zusammenschau zeichnet sich eine gegenseitige pro-tumorigene Wirkung von Nrf2
und TGF-B1 im Sinne einer Invasionssteigerung bereits benignen HPDE-pBp Zellen ab. Dem-
zufolge nimmt diese gegenseitige Interaktion wahrscheinlich bereits in der sehr frithen pan-

kreatischen Karzinogese ihren Ursprung.
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Das stark erhohte Risiko fur Patienten mit CP im Verlauf ihrer Krankheit an einem PDAC zu
erkranken fordert die Erforschung der molekularen Grundlagen der Entartung von Pankreas-
gangepithelien im inflammatorischen Kontext. Eine interessante Zielstruktur stellt dabei Nrf2
als zentrales Regulatorprotein der anti-oxidativen Zellantwort einerseits und als Protoonko-
gen andererseits dar. So geht seine haufig erhohte Prasenz in der Regel mit einer schlechten
Prognose der Krebserkrankung einher.

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber die Rolle von Nrf2 im funktionellen Wechsel von
TGF-B1 vom Tumorsuppressor zum Tumorpromoter, welcher anscheinend bereits frih in der
pankreatischen Karzinogenese seinen Ursprung nimmt. Wahrend beide Faktoren allein unter
physiologischen und akut entzlindlichen Bedingungen die Zellhomdostase maligeblich regu-
lieren, fahrt ihre gleichzeitige und dauerhaft erhdhte Prdsenz zur gegenseitigen Initiierung
pro-tumorigener Zelleigenschaften. So konnten im Rahmen dieser Arbeit Hinweise erarbei-
tet werden, die auf bestehende Wechselwirkungen beider Signalwege hindeuten, welche
sich zellphysiologisch in einer Steigerung des Zellwachstums und -lUberlebens von benignen
und pramalignen Pankreasgangepithelzellen dulRerten. Dies steht stellvertretend fiir die Ent-
kopplung von den zellzyklusregulierenden Eigenschaften des TGF-B1 sowie die Verstarkung
der TGF-B1l-vermittelten Apoptoseresistenz durch Nrf2. Diese Interaktion spiegelt sich auf
Signaltransduktionsebene in einer verminderten TGF-B1-vermittelten Aktivierung von Smad3
sowie der MAPK p38 wider. Das mutierte Onkogen K-ras erhoht zwar die Aktivitat von Nrf2
in HPDE Zellen, eine Steigerung der zuvor beschriebenen Nrf2-abhangigen Effekte machte
sich dadurch jedoch nicht bemerkbar. Die TGF-B1-vermittelte EMT benigner Pankreasgange-
pithelzellen zeigte sich weitgehend unabhangig von Nrf2.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit einen neuen Mechanismus zur Erklarung der funktio-
nellen Wirkungsumkehr von Nrf2 und TGF-B1. Beide Faktoren tragen unter physiologischen
und akut inflammatorischen Umstdanden entscheidend zur Zellhomoostase bei, wohingegen
sie ebenso die Tumorentwicklung vorantreiben kénnen. Die gleichzeitige und permanente
Erhéhung beider Faktoren flihrt zur Deregulation assoziierter Signalwege, wodurch das
Uberleben und Wachstum von transformierten Zellen und deren Invasion begiinstigt wer-
den. Moglicherweise ist dies der Grund, warum das therapeutische Ansteuern nur eines der
beiden Faktoren sich bisher als nicht erfolgsversprechend erwiesen hat. Aus diesem Grund

gilt es, in weiterfiihrenden Studien zu erforschen, ob das simultane therapeutische Eingrei-
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fen in das TGF-B1- und Nrf2-Signalling eine effiziente Behandlungsstrategie in der Therapie
des PDAC darstellen konnte.
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