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Arbeitshypothese und Fragestellung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas stellt die heutige Medizin trotz diverser
neuer Therapieoptionen unverandert vor eine groRe Herausforderung. So geht ein
Pankreaskarzinom nach wie vor mit einer schlechten Prognose einher. Im Rahmen
multipler Studien konnte in vielen Pankreaskarzinomen eine verédnderte O-
Glykosylierung mit einer daraus resultierenden Expression des sogenannten Tn-
Antigens nachgewiesen werden. Wahrend die Auswirkung einer aberranten O-
Glykosylierung beispielsweise im Kolon Karzinom weitestgehend erforscht ist, liegen
bezuglich des Pankreaskarzinoms nur wenige Studien vor. Da allerdings bei etwa 90%
der Pankreaskarzinome eine aberrante O-Glykosylierung nachzuweisen ist, bedarf
dieser Umstand bezlglich der Auswirkungen einer Tn-Expression auf das

Pankreaskarzinom weiterer mechanistischer Studien.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Auswirkungen einer differentiellen O-
Glykosylierung auf die Karzinogenese des Pankreas in einem konditional-transgenen
Mausmodell untersucht werden, Hierfir wurde das murine Pankreaskarzinom-
Mausmodell Ptflace*;Kras®?P* geziichtet und eine konditionale Cosmc knockout
Maus eingekreuzt. Somit standen dem Projekt distinkte Mauslinien zur tiefgehenden
Phanotypisierung zur Verfugung. Das Hauptaugenmerk lag dabei insbesondere auf
den beiden tumorassoziierten Genotypen Ptfla®®*:Kras®1?P*;Cosmc’”- und
Ptflace*;Kras®2®*, Die Hypothese war, dass ein Verlust des Gens Cosmc mit
resultierender Tn-Antigen-Expression zu einem aggressiveren Tumorphanotypen
fuhren wirde. Es wurde vermutet, dass die Tn-Expression zu einer schnelleren
Progression und Proliferation, hyperaktivierten pro-onkogenen Signalwegen, sowie zu
einer erhdhten Metastasierungsfahigkeit fihren wirde. Diesen Fragestellungen wurde
durch  Western-Blot-Analysen, immunhistochemischen  Verfahren, sowie

histopathologischen Auswertungen nachgegangen.



1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Anatomie des Pankreas

Das Pankreas ist ein sekundar retroperitoneal gelegenes Organ des
Gastrointestinaltrakts. Man unterscheidet den Pankreaskopf, den Corpus sowie den
Schwanz des Pankreas (Suda, Nobukawa, Takase, & Hayashi, 2006). Dabei ist das
Pankreas sowohl an der Verdauung von Proteinen und Fetten als auch an der
Glukose-Homoostase beteiligt. Entsprechend besteht das Organ aus exokrinen
Anteilen, welche die Verdauungssafte produzieren und den endokrinen Anteilen,
welche als Langerhansinseln bezeichnet werden. Die sogenannten Azini sezernieren
als exokriner Anteil des Pankreas ihr Sekret in die Ductuli, welche wiederum im Ductus
pancreaticus konfluieren. Im Pankreaskopf minden sowohl der Ductus pancreaticus
als auch der Galle fuhrende Ductus hepaticus communis gemeinsam in die Papilla
vateri, welche die beiden Sekrete in das Duodenum entlasst. Dort fuhren die im Sekret
enthaltene Zymogene und Trypsine zur Spaltung von Fettsauren und Proteinen. Die
endokrinen Langerhansinseln unterliegen einer feinen Regulation und fiihren bei

Hyperglykdmie zur Insulinfreisetzung. (Hezel et al., 2006).



commokl‘)lle duct

Abbildung 1: Anatomie des Pankreas

A) Das Pankreas gliedert sich in den Pankreaskopf, den Corpus und den Schwanz. Der Ductus
pancreaticus (main pancreatic duct) miindet gemeinsam mit dem Gallengang (common bile duct) in die
Papilla vateri. Beide Sekrete werden dort dem Speisebrei im Duodenum zugefiihrt. B) Mikroskopische
Anatomie des Pankreas. Man unterscheidet die lila-blau (Stern) imponierenden Azini als exokrinen
Anteil des Organs von den heller erscheinenden, endokrinen Langerhansinseln. Der Pfeil zeigt auf einen
Ductus, in welchem das Sekret transportiert wird. C) Darstellung der Azinus-Ductus-Einheit. Das in den
Azini produzierte Sekret miindet Uber kleine Ductuli in gréf3ere Ductus, um im Ductus pancreaticus mit

zusammenzulaufen.

Modifiziert nach Hezel et al. (Hezel et al., 2006)

1.1.2 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist ein Malignom, welches aus den exokrinen Anteilen des
Pankreas hervorgeht und gegen Tumore des endokrinen Pankreas abzugrenzen ist.
In 90% der Falle handelt es sich um duktale Adenokarzinome des Pankreas (PDAC),
welche von den zentroazinaren Zellen des exokrinen Pankreas ausgehen (Puckett &
Garfield, 2018; Shi, Daniels, & Hruban, 2008). Aufgrund der steigenden Inzidenz bei
etwa deckungsgleicher Mortalitdt stellt es unter allen Tumorentitaten neben dem



Mesotheliom das Karzinom mit der geringsten Uberlebenswahrscheinlichkeit dar (llic
& llic, 2016; Robert-Koch-Institut, 2021).

1.1.3 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom stellt als dritt haufigstes Malignom des Gastrointestinaltraktes
die Tumorentitat mit der schlechtesten Prognose dar. Die aktuelle Krebsstatistik von
Siegel et al zeigen, dass in den USA im Jahre 2021 rund 60430 Neuerkrankungen und
etwa 48220 Sterbefélle durch das Pankreaskarzinom verzeichnet wurden (Siegel,
Miller, Fuchs, & Jemal, 2021). Im Vergleich mit der Statistik des Vorjahres ist es dabei
zu einer Zunahme um etwa 2800 Féalle von Neuerkrankungen gekommen (Siegel,
Miller, & Jemal, 2020). Die Inzidenz steigt jahrlich um 1-2% (Park, Chawla, & O'Reilly,
2021). Dieser Umstand zeigt deutlich, dass die Inzidenz des Pankreaskarzinoms im
Gegensatz zur Gesamtrate an Krebserkrankungen deutlich steigt. Zudem ist die
Inzidenz mit der Sterberate nahezu deckungsgleich. Bei Frauen stellt das
Pankreaskarzinom den acht haufigsten Tumor dar. Bei Mannern hingegen ist es die
zehnt haufigste Tumorentitat. Das Pankreaskarzinom ist sowohl bei Frauen als auch
bei Mannern mit rund 8% aller Krebstodesfalle die viert haufigste zum Tode fiihrende
Tumorentitét (Siegel et al., 2021).

Im Vergleich dazu erkrankten in Deutschland im Jahr 2018 9860 Manner und 9160
Frauen an einem Pankreaskarzinom, woraus sich eine Inzidenz von rund 19000 ergibt.
Somit zahlt das Pankreaskarzinom zu den 10 haufigsten Tumorentitdten in
Deutschland. Das Pankreaskarzinom ist ein Tumor des hdheren Lebensalters. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei 76 Jahren fir Frauen und 72 Jahren fir Manner. Bei
einer etwa gleichbleibenden schlechten Prognose kommt es aufgrund des
demografischen Wandels daher zu einer erhéhten Neuerkrankungsrate (Robert-Koch-
Institut, 2021).

1.1.4 Atiologie und Risikofaktoren

Wie bei den meisten Tumoren, liegt auch dem Pankreaskarzinom eine multifaktorielle

Genese zu Grunde. Neben nicht beeinflussbaren Faktoren wie ein hohes Lebensalter,
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Geschlecht und Blutgruppe (Antwi et al., 2018), sind insbesondere Lifestylefaktoren
wie Alkoholkonsum, der Genuss von Fleischprodukten, Adipositas, Diabetes mellitus
2 und insbesondere das Rauchen als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms beschrieben. Passend dazu liegt in westlichen Lander eine
hoéhere Erkrankungsrate als vor als in Entwicklungslandern (Hu et al.,, 2021).
Rezidivierende, chronische Pankreatitiden stellen dabei einen der grof3ten
Risikofaktoren fur ein Pankreaskarzinom dar. Des Weiteren konnte eine familidre
Disposition festgestellt werden. In etwa 5-10% der Félle liegt eine familiare Disposition
vor (McWilliams, Rabe, Olswold, De Andrade, & Petersen, 2005). Verwandte ersten
Grades haben dabei ein doppelt so hohes Risiko an einem PDAC zu erkranken.
Darlber hinaus ist das Risiko durch bestimmte Mutationen und entsprechend bei
Tumorsyndromen wie der FAP (Familidre adenomatdse Polyposis) und dem HNPCC
(hereditaren nicht-polypdsen Kolonkarzinom) ebenfalls massiv erhéht (Hu et al., 2021;
Klimstra & Longnecker, 1994).

In wie weit Schadstoffbelastungen oder Umweltfaktoren wie Pestizide, Fungizide,
Chromverbindungen oder Kraftstoffe das Risiko fur die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms erhdhen ist noch nicht vollends geklart (Lowenfels et al., 1993;
Robert-Koch-Institut, 2021).

1.1.5 Pathogenese

Es existieren drei Vorlauferlasionen des Pankreas, welche im Verlauf fast
ausschlielilich in ein Pankreaskarzinom munden: Die Pankreatische intraepitheliale
Neoplasie 1-3 (PanIN), die intraductale papillare muzinése Neoplasie (IPMN) sowie
die muzindse zystische Neoplasie (MCN). Dabei machen die PanINs mit Abstand den
groflten Anteil dieser aus (Hidalgo et al.,, 2015). Neben den bereits genannten
Umwelt,- und Lifestylefaktoren kdnnen auch intrinsische Faktoren wie Mutationen
bestimmter Gene zur Entwicklung einer Vorlauferlasion fiihren. Im Falle des PDACs
sind die am haufigsten mutierten Gene: Kras, INK4, BRCA2, Tp53 und SMAD4
(Hruban et al., 2006; Wilentz et al., 1998). Wie in den meisten Tumoren kdnnen also
sowohl Tumorsuppressorgene wie INK4 und BRCAZ2, als auch Protoonkogene wie

Kras zu einer Tumorentstehung fuhren. Jedoch wirken sich diese Mutationen nicht im
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gleichen Mal3e aus. Wéahrend die INK4 Mutation vor allem in frihen Vorgangerlasionen
und nicht im Karzinom an sich zu finden ist, scheint eine Kras-Mutation sowohl bei der
Induktion der Lasionen, als auch bei der Progression dieser zu einem Karzinom eine
entscheidende Rolle zu spielen (Hezel et al., 2006; Klimstra & Longnecker, 1994;
Wilentz et al., 1998).

Normal duct
B o 2
Y
..Ja,‘ =7
3 P
e V,,.«?.‘ 55
PanlN~1 ——
E Early Events
x \; Telomere shortening” IPMN
e P IN 2 K-RAS mutation g P
an -
p16'NKa Ioss
\\v\; Later Events
. P53 loss
PaniIN- 3 l
r SMAD4/DPC loss
(BRCA2/ LKB1)

Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma

Abbildung 2: Darstellung des Zusammenhanges zwischen Genmutationen und Vorgéngerlasionen des
PDACs.

Es gibt drei Vorgéngerlasionen des PDAC: Die Pankreatische intraepitheliale Neoplasie 1-3 (PanlIN), die
intraductale papillare muzinése Neoplasie (IPMN) und die muzindse zystische Neoplasie (MCN).
Wahrend Kras-Mutationen bereits in frihen Stadien der Vorgangerlasionen nachzuweisen sind, scheint

ein Verlust von p53 eher an der Progression der Lasionen zum Karzinom beteiligt zu sein.

BRCA: Breast Cancer early-onset; INK4: Inhibitors of CDK4; IPMN: intraductale papillare muzindse

Neoplasie; MCN: muzingse zystische Neoplasie; Panin: Pankreatische intraepitheliale Neoplasie

(Hezel, Kimmelman, Stanger, Bardeesy, & Depinho, 2006)
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1.1.6 Pathologie

Das PDAC ist zu 70% im Pankreaskopf und zu 30% im Korper oder Schwanz des
Pankreas lokalisiert. Histologisch lassen sich die duktalen Adenokarzinome von den
Azinaren-Zellkarzinomen, den Serdsen Zyst-Adenokarzinomen und den
neuroendokrinen Tumoren abgrenzen (Hezel et al., 2006). Die PDACs imponieren
durch ein massives Vorkommen an hyperplasierten ductalen Strukturen mit einem
mehrschichtigem Epithel und machen etwa 85% der Pankreastumore aus (Puckett &
Garfield, 2018; Warshaw & Fernandez-del Castillo, 1992). Die Tumorumgebung
prasentiert sich aul3erst heterogen; sie besteht aus proliferierenden Fibroblasten und
Myofibroblasten, Typ 1 Kollagen, Hyaluronséure, pankreatischen Sternzellen, ECM,
Makrophagen, Mastzellen, Lymphozyten sowie Plasmazellen (Feig et al., 2012; Ryan,
Hong, & Bardeesy, 2014). Des Weiteren gilt das Pankreaskarzinom als eines der
Stroma-reichsten  Karzinome. Der durch die vorherrschende Fibrose
hypovaskularisierte und hypoxische Tumor neigt zu starkerer Tumorprogression und
Chemoresistenz. Das Ausmafd der Tumorstromaproliferation korreliert mit der
Invasivitat, Metastasierung und Chemoresistenz. (Feig et al., 2012). Dabei infiltriert es
primar umliegende Strukturen wie Lymphknoten, Milz, oder das Peritoneum.
Fernmetastasen werden haufig in der Lunge oder der Leber detektiert (Hezel et al.,
2006).

1.1.7 Therapieoptionen

Da das Pankreaskarzinomen erst in spaten Stadien zu Symptomen fuhrt, werden die
meisten PDACs erst diagnostiziert, wenn der Tumor bereits gestreut hat. Bei
Erstdiagnose sind nur etwa 10-15% der PDACs resektabel (Park et al., 2021). Davon
zu unterscheiden sind die Borderline-resektablen, die lokal fortgeschrittenen sowie die
metastasierten Karzinome. Bei Diagnosestellung sind tber 50% der
Pankreaskarzinome bereits metastasiert. Bei etwa 30% spricht man von einem lokal-
fortgeschrittenem Stadium (Park et al., 2021). Die einzig potenziell kurative Therapie
besteht aus einer kompletten chirurgischen Resektion, welche durch unterschiedliche

adjuvante und neoadjuvante Therapieverfahren wie Chemo,- und/oder
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Strahlentherapie unterstitzt wird. Bis vor ein paar Jahren wurde die Resektabilitat rein
von anatomischen Gegebenheiten abhangig gemacht. Heutzutage werden auch
biologische Faktoren wie bspw. die HOhe des Tumormarkers CA19-9 sowie
konditionale Voraussetzungen wie der sog. ,ECOG (eastern cooperative oncology
group) Performance Status‘ bzw. in Deutschland der ,Karnofsky-Index‘ berticksichtigt
(AWMF, 2021). In den meisten Féllen ist jedoch keine Resektion mehr mdglich.
Abhéngig vom Stadium sowie den konditionalen Gegebenheiten kommen sowohl
adjuvante, als teilweise auch neoadjuvant Mono,- oder Kombinations-Chemotherapien
mittels FOLFIRINOX, Gemcitabin, Capecitabin oder nab-Paclitaxel zum Einsatz
(AWMF, 2021; Doi et al., 2008). Nachdem zuvor lange von neoadjuvanter
Chemotherapie sowie einer Radiotherapie abgeraten wurde, gewannen diese
Verfahren in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung. Als palliatives
Therapiekonzept kommen zudem bereits Immuntherapien zum Einsatz (AWMF,
2021). Nach erfolgter Resektion und adjuvanter Chemotherapie erleiden die
Patientinnen und Patienten jedoch sehr haufig Rezidive (Gillen, Schuster, Meyer Zum
Buschenfelde, Friess, & Kleeff, 2010; Katz et al., 2009).

1.1.8 Prognose

Anteilig an der Inzidenz stellt das Pankreaskarzinom den Tumor mit der schlechtesten
Prognose dar. Es verlauft zumeist lange Zeit asymptomatisch und weist erst in spaten
Stadien Symptome auf. Zum einem fihrt dieser Umstand dazu, dass das
Pankreaskarzinom in den meisten Fallen zu spét detektiert wird und bereits ein
fortgeschrittenes Stadium erreicht hat. Zum anderen erschwert die extreme
Chemoresistenz des Pankreaskarzinoms die Therapie erheblich (Campbell et al.,
2010). Die relative Finf-Jahres-Uberlebensrate liegt aktuell bei etwa 10%; damit ist
das Pankreaskarzinom neben dem Mesotheliom der Tumor mit der geringsten
Uberlebenswahrscheinlichkeit (Ferlay et al., 2015; Robert-Koch-Institut, 2021; Siegel,
Miller, & Jemal, 2018). Im Falle eines resektablen Befundes betragt die mittlere
Uberlebenszeit bei leitliniengerechter Therapie mit kompletter Resektion und
adjuvanter Chemotherapie je nach Literatur zwischen 30-35 Monate (Gemenetzis et
al., 2019; Picozzi et al.,, 2017). In einem metastasierten Stadium betragt die

13



durchschnittliche Uberlebenszeit hingegen lediglich 12 Monate (Pishvaian et al.,
2020).

1.1.9 Bedeutung einer Kras-Mutation

Kras ist als GTP-bindendes Protein der Ras Familie an diversen zellularen Prozessen
wie Proliferation, Differenzierung und Zelliberleben beteiligt. Dabei gilt Kras als
Protoonkogen. Eine Kras-Mutation, welche zu einem konstitutiv aktivierten Kras fihrt,
ist in nahezu allen Pankreaskarzinomen der grundlegende Pathomechanismus und ist
in etwa 90% dieser nachweisbar mutiert (Jones et al., 2008; Sun, Zhang, & Li, 2020).
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine induzierte Kras Mutation im
Mausmodell bereits sehr frih zu Vorgangerlasionen des PDACs fuhrt. Eine
Inaktivierung derer fuhrte wiederum zu einer Erholung des Gewebes (Collins et al.,
2012). Dabei ist das Allel G12D am haufigsten mutiert. Dabei wird Glycin an der 12ten
Stelle des KRAS Proteins durch Asparaginsaure ersetzt. (Collins & Pasca di Magliano,
2013). Bei der Entwicklung der Mausmodelle klassischer Weise auf diese Mutation
zuruickgegriffen. Auch in dieser Arbeit wurde ein Mausmodell mit einem mutiertem
G12D Allel verwendet.
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1.2 Glykosylierung

1.2.1 Glykane

Glykane sind Zuckerstrukturen, welche als Oligosaccharide an Proteine oder Lipide
gebunden sind. Dabei kdnnen 10 verschiedene Monosaccharide wie beispielsweise
Glucose, Galactose oder N-Acetylgalactosamin (GalNAc) zu einer grof3en Bandbreite
an Oligosacchariden kombiniert werden (Cummings & Pierce, 2014). Im Rahmen der
posttranslationalen Modifikation werden die Zuckerreste kovalent an spezielle
Aminosauren der Proteine gebunden. Es werden zwei verschiedene Gruppen von
Glykanen unterschieden: Die an Asparagin kovalent gebundenen N-Glykane und die
an Serin oder Threonin gebundenen O-Glykane. Unter physiologischen Bedingungen
weisen Zellen auf ihrer Zelloberflache sowohl N-Glykane als auch O-Glykane auf.
Dabei machen O-Glykane etwa 80% der Oberflachenglykane aus. (Schjoldager et al.,
2012)

Glykantragende Proteine kdnnen als Strukturproteine zur Stabilitat der Zellmembran
beitragen oder als Membranproteine die Zell-Zell-Interaktion begunstigen. Des
Weiteren tragen Glykane zur korrekten Rezeptorfunktion und der Ausibung der
ursprunglichen Zellfunktion bei und spielen als Bestandteil der Glykokalyx bei der
Erkennung durch das Immunsystem eine entscheidende Rolle. Als Bestandteil von
sezernierten Muzinen sorgen sie flur eine verbesserte Gleitfahigkeit (Cummings, 2009;
Stowell, Ju, & Cummings, 2015). Nahezu alle membrangebundenen und sezernierten

Proteine sind glykosyliert (Steentoft et al., 2013).
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1.2.2 O-GalNAc Glykosylierung
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Abbildung 3: O-GalNAc Glykosylierung

Physiologischer weise wird wahrend der O-Glykosylierung ein GalNAc an einen Serin- oder Threonin-
Rest eines Proteins kovalent gebunden. Spezifische Transferasen, sog. ppGalNAcTs katalysieren diese
Prozesse. Das dadurch entstandene Tn-Antigen (GalNAca1-O-Ser/Thr) bildet daher den Grundbaustein
fur die Bildung weiterer Glykanstrukturen. Die mit Abstand h&ufigste Modifikation ist die Bildung des
sogenannten T-Antigens, welche auch als Core-1 Struktur bekannt ist. Die T-Synthase bindet dabei
eine Galaktose kovalent an das Tn-Antigen. Dieses kann danach weiter elongiert werden. Essenziell ist

dabei das Mitwirken des Chaperons ,Cosmc*.

GalNAc: N-Acetylgalaktosamin, ppGalNAcCT: a-N-Acetylgalactosaminyltransferasen, Ser: Serin, Thr:
Threonin

Modifiziert nach (Brockhausen, 2006)

Die Glykosylierung von Proteinen ist eine der haufigsten posttranslationalen
Modifikationen und findet sowohl im Golgi-Apparat als auch in Endoplasmatischen
Retikulum der Zelle statt.

Bei der O-GalNAc Glykosylierung wird ein N-Acetylgalactosamin (GalNAc) an einen
Serin,- oder Threonin-Rest (GalNAcal-O-Ser/Thr) eines Proteins a-glykosidisch
gebunden (Dahr, Uhlenbruck, Gunson, & Van Der Hart, 1975). Dieser Schritt wird
durch spezifische Enzyme, sogenannte Polypeptid-N-
Acetylgalaktosaminyltransferasen (pp-GalNAcTSs), welche im Golgi-Apparat der Zelle
lokalisiert sind, katalysiert (Rottger et al., 1998). Dabei fungiert ein Uridin-5'-
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Diphosphat-N-Acetylgalaktosamin (UDP-GaINAc) als Donor zur Ubertragung eines
GalNAcs. Die dadurch entstandene Struktur wird Tn-Antigen (T-antigen-nouvelle)
genannt. Das Tn-Antigen bildet somit einen Grundbaustein diverser wichtiger O-

Glykane des Organismus.

Das Tn-Antigen kann durch weitere Glykotransferasen zu mindestens drei weiteren
Glykanstrukturen modifiziert werden. Die Core-1- B1,3-Galactosyltransferase (Clgaltl
oder T-Synthase) kann die Core-1-Struktur (T-Antigen) synthetisieren. Diese
Modifikation tritt mit Abstand am haufigsten auf und steht bei dieser Arbeit im
Mittelpunkt. Um ihre Funktion austiben zu kdnnen ist die T-Synthase jedoch auf ihr
einziges Chaperon ,Cosmc“ (C1gal1C1) angewiesen (Hanisch, 2001; Ju, Otto, &
Cummings, 2011). Cosmc ist im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und

verhindert eine Fehlfaltung und Aggregation der T-Synthase (Ju & Cummings, 2002)

Die Core-3-b1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase (Core-3- b3GIcNACT) katalysiert
den zweiten Modifikationsweg und bildet die Core- 3-Struktur, welche zur Core 4
Struktur elongiert werden kann. Der dritte Modifikationsweg wird durch die
Sialyltransferase (ST6GalNAc-I) katalysiert, welche das sog. Sialyl-Tn-Antigen
synthetisiert (Ju, Brewer, D'Souza, Cummings, & Canfield, 2002). In dieser Arbeit soll
die Auswirkung einer differentiellen O-Glykosylierung auf das Adenokarzinom des

Pankreas beleuchtet und analysiert werden.

1.2.3 Pathologisch veranderte Glykansynthese

Der Pathomechanismus der Tumorentstehung ist ein aufRerst komplexer Prozess,
welcher zahlreichen Einflussfaktoren unterliegt. Neben Umweltfaktoren und
endogenen, zellularen Ursachen scheinen auch veranderte Zuckerstrukturen von
Proteinen einen groBen Einfluss auf die Tumorentstehung, Progression,
Metastasierung und Prognose zu haben. Zahlreiche Studien konnten in diversen
Tumorentitaten eine aberrante O-Glykosylierung nachweisen (Fuster & Esko, 2005;
Radhakrishnan et al., 2014; Stowell et al., 2015). So werden in etwa 90% aller
Tumorentitédten ein Tn oder STn-Antigen nachgewiesen (Desai, 2000). Verkirzte
Zuckerstrukturen auf Krebszellen kénnen zu einer fehlenden Erkennung durch das

Immunsystem fuhren. Die Folge ist eine inadaquate Immunreaktion, welche ein
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ungehindertes Ausbreiten der Tumorzellen begtnstigt. Da O-Glykane auf diversen
membrandsen und sezernierten Glykoproteinen vorkommen, kann eine aberrante O-
Glykosylierung Veranderungen in der Signalgebung, den Rezeptorfunktion und dem
Metabolismus hervorrufen (Ju et al., 2011). Stowell et al. konnten dabei zeigen, dass
eine veranderte Glykosylierung sowohl in den frihen als auch in den spaten Stadien

der Tumorprogression und Metastasierung auftreten kann.

1.2.4 Das Tn-Antigen

Seit der Erstbeschreibung des Tn-Antigens im Rahmen der Darstellung des Tn-
Syndroms durch Moreau et al im Jahre 1957 ist eine veranderte Glykosylierung von
Proteinen in den Fokus der Wissenschaftler gertickt. Daher stellen die verkirzten

Zuckerstrukturen ein neues Target fUr innovative, spezifische Antitumortherapien dar.

Das Tn-Antigen bildet wahrend der O-Glykosylierung den Grundbaustein weiterer
Glykanstrukturen. Physiologischer weise ist das Tn-Antigen im gesunden Organismus
nicht nachweisbar. Etwa 70-90% der Dickdarm-, Blasen-, Prostata-, Lungen-, Magen-
, Zervix-, und Ovarial-Karzinome sind Tn-positiv (Desai, 2000; Springer, 1984, 1997).
In 75-90% der PDACs und bis zu 67% der Vorgangerlasionen konnte Tn detektiert
werden (Hofmann et al., 2015). Dieser Umstand verdeutlicht erneut, was fir einen
groRen Einfluss eine differentielle O-Glykosylierung auf den Organismus und die
Tumorentstehung zu haben scheint. In humanen Tumoren beruht die Tn-Expression

in nahezu allen Fallen auf einer Mutation des Cosmc-Gens (Ju et al., 2008).

Aufgrund des haufigen Vorkommens von Tn und STn in Tumoren eignen sich diese
sehr gut als prognostische Biomarker (Ju et al., 2013). Da in zahlreichen Studien
gezeigt werden konnte, dass der Nachweis dieser mit einer schlechten Prognose,
schnellen Progression und frlhen Metastasierung einhergehen (Springer, 1997;
Tsuchiya et al., 1999), werden sie bereits im klinischen Alltag als prognostische
Biomarker verwendet (Stowell et al., 2015). Insbesondere die Kombination aus einem
Tn/STn-Nachweis mit weiteren Glykobiomarkern, wie z.B. Cal9-9 und CA125 kann
die Spezifitat der Diagnostik verbessern (Agrawal, 2017).
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1.2.5 Das molekulare Chaperon Cosmc

Chaperone spielen bei der Synthese von Glykanen oder Proteinen eine zentrale Rolle.
Sie werden auch Anstandsdamen genannt und verhindern die Fehlfaltung und
Aggregation gewisser Synthasen. Versagt dieser Mechanismus, werden die
Synthasen ubiquiniert und proteosomal abgebaut (Stowell et al., 2015). Cosmc
(ClgallC1l) ist im endoplasmatischen Retikulum der Zelle lokalisiert und ist das
Chaperone der T-Synthase, welche wiederum das Tn-Antigen synthetisiert. Wahrend
24 Gene fur verschiedene pp-GalNAcTs identifiziert werden konnten, ist bisher
lediglich ein einziges Cosmc-Gen bekannt (Ju & Cummings, 2002; Miwa, Gerken,
Jamison, & Tabak, 2010). Im Mausmodell wurde bei einem whole-body knockout von
Cosmc eine embryonale Letalitat verzeichnet, was bereits auf die immense Bedeutung

von Cosmc fur den gesamten Organismus schliel3en lasst (Ju et al., 2011).

Bei einem Verlust oder Fehlfunktion von Cosmc oder der T-Synthase kann das Tn-
Antigen nicht weiter modifiziert werden. Die Folge ist das Vorkommen verkurzter
Zuckerstrukturen, wie dem Tn- oder STn-Antigen, welche physiologischer weise im
Organismus nicht zu finden sind. Daraus resultieren diverse
Funktionseinschrankungen der jeweiligen Zelle. In humanen Krebszellen entsteht die
Tn-Expression durch eine Mutation oder Deletion des einzigen X-Chromosomalen
Cosmc-Gens (Ju et al., 2008).

1.2.6 Bedeutung des Tn-Antigens flr neue Therapien

Da Tn und STn lediglich im Tumorkontext aufzufinden sind, stellen sie Folge dessen
einen spezifischen Angriffspunkt von Tumoren dar. Springer et al. versuchten bereits
1993 erstmals einen Impfstoff auf der Basis von Th oder STn herzustellen. Heutzutage
sind Tn-basierte Impfstoffe bereits ein essenzieller Teil vieler Anti-Tumortherapien
(Brooks et al., 2008; Julien et al., 2009; Lo-Man et al., 2004; Springer, Desai,
Tegtmeyer, Spencer, & Scanlon, 1993). Damit diese Therapieprinzipien funktionieren,
ist es selbstverstandlich notwendig, dass die Tumorzellen Tn auf ihrer Oberflache
exprimieren (Ju et al., 2011).
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Der begrenzte Zugang zu natirlichen Tn ist ein limitierender Faktor dieses
Therapieansatzes, sodass Tn meist enzymatisch oder chemisch hergestellt wird.
DarlUber hinaus ist die Herstellung der Immunoadjuvantien von Kohlenhydrat-basierten
Impfstoffen auf3erst komplex und erschwert somit die Herstellung (Galonic & Gin,
2007).

Ein weiterer Therapieansatz ergibt sich aus der enzymatischen oder chemischen
Koppelung von GalNAc an Ser/Thr-Reste von MUC1-Peptidfragmenten (Napoletano
et al., 2007). Makrophagen oder dendritische Zellen erkennen und internalisieren als
Zellen des Immunsystems die Tn-tragenden MUC1 Muzine Uber ihren Galaktose-
bindenden Glykorezeptor “MGL“ (auch Clec10a oder CD301). Uber die humanen-
Leukozyten Antigene HLA prasentieren sie daraufhin das internalisierte Tn und
induzieren somit eine Anti-Tumor-Immunantwort (Napoletano et al., 2007). Klinische
Studien konnten eine Wirksamkeit der Anti-Tn Antikérper in Kolon,- Brust und

Nierenkarzinomen nachweisen (Zlocowski et al., 2019).
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1.3 Signalwege

1.3.1 Der Map-Kinase-Signalweg
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Abbildung 4: Darstellung des MapK / ERK Signalweges

Der MapK / ERK-Signalweg wird Uber externe Stimuli wie Wachstumssignale oder mutierte Rezeptoren
wie EGFR aktiviert. Auch ein mutiertes und damit konstitutiv aktiviertes Kras kann zu einer dauerhaften
Aktivierung des MapK-Signalweges filhren. Dieser Signalweg fuhrt primdr zu einer gesteigerten
Proliferation und Invasion der Zelle.

Modifiziert nach Burroto (Burotto, Chiou, Lee, & Kohn, 2014)

EGFR: epidermal growth factor receptor; ERK: extracellular-signal regulated kinases; MapK: mitogen
activated protein kinase

Der Map-Kinase (ERK)-Signalweg ist an der Regulation zahlreicher Zellfunktionen wie
Wachstum, Proliferation, Migration, Uberleben und Differenzierung beteiligt. Dieser
Signalweg ist in etwa 30% aller Tumorentitdten mutiert bzw. verandert (McCubrey et

al.,, 2007). Es konnte gezeigt werden, dass ein veranderter MapK-Signalweg in

21



humanen Tumoren zu einem gesteigerten Uberleben, Metastasierung und einer
Resistenz gegeniber Chemotherapeutika fihrt (De Luca, Maiello, D'Alessio,
Pergameno, & Normanno, 2012).

Es gibt vier unabhéngige MapK-Signalwege: den klassischen MapK / ERK-Signalweg,
den Big-MAP-Kinase-1 (BMK-1) -Signalweg, den c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK)-
Signalweg und den p38-MapK-Signalweg (Cossa et al., 2013).

Der MapK-Signalweg wird durch extrazellulare Stimuli aktiviert, wie Bsp. von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Meloche & Pouyssegur, 2007; Roux & Blenis,
2004). Die Aktivierung des MapK-Signalweges erfolgt dabei Uber Tyrosinkinase-
Rezeptoren oder G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren. Insbesondere Mutationen von
EGFR und RAS fiihren zur Uberaktivierung dieses Signalweges (Burotto et al., 2014).
Anschliel3end fuhrt dies durch Phosphorylierungen zur sequenziellen Aktivierung von
RAS, RAF, MEK und ERK. RAF kommt in drei unterschiedlichen Isoformen (a-RAF, b-
RAF und c-RAF) vor. Diese sind an unterschiedlichen Stellen der Zelle lokalisiert und
haben dementsprechend unterschiedliche Zielstrukturen und Funktionen. RAF
phosphoryliert und aktiviert die MEK-Molekile. MEK fihrt anschlielend uber
Phosphorylierung zur Aktivierung der Map-Kinasen (ERK) (Robinson & Cobb, 1997).
Die Map-Kinasen ERK regulieren unter anderem die Transkription bestimmter Gene,
die beispielsweise fur das Wachstum der Zelle und die Organisation des Zytoskeletts
zustandig sind. Je nach Lokalisation der verschiedenen ERK’s liegen verschiedene
Zielstrukturen derer vor (Yang, Sharrocks, & Whitmarsh, 2013). Im Zytosol
phosphorylieren sie beispielsweise Zytoskelettproteine wie GSK-3, die wiederum die
Zellbewegung, die Zelladh&sion oder Interaktion mit anderen Signalwegen
beeinflussen (Ma, Chen, Erdjument-Bromage, Tempst, & Pandolfi, 2005). Im Kern
bewirkt ERK eine Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, die unter anderem
die Zellzyklusprogression férdern (Zassadowski, Rochette-Egly, Chomienne, &
Cassinat, 2012).

Der MapK / ERK-Signalweg und nachfolgende Interaktionen sind héchst komplexe
Prozesse, welche in Tumorzellen oft dysreguliert sind. De Luca et al konnten zeigen,
dass der MapK / ERK Signalweg vor allem an der Proliferation und der Invasion von
Tumorzellen beteiligt ist (De Luca et al.,, 2012). Die pro-kanzerogene oder pro-
apoptotische Signalgebung héngt dabei von der Dauer der MapK / ERK-Aktivierung
ab (Burotto et al., 2014). Der MapK / ERK-Signalweg kann jedoch auch pro-onkogene
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Signale anderer Signalkaskaden antagonisieren, was wiederum von der
gewebespezifischen Mikroumgebung des Tumors abhangt. Des Weiteren bestehen
Wechselwirkungen zwischen dem Tumor und dem Immunsystem, was darlber
entscheiden kann, ob der Signalweg pro-apoptotisch oder tUberlebenssteigernd wirkt
(Burotto et al., 2014). Auch innerhalb der vier verschiedenen MapK-Signalwege gibt
es Interaktionen. Die JNK-, und MapK p38-Signalwege verhalten sich beispielweise

teilweise antagonistisch (E. F. Wagner & Nebreda, 2009).

1.3.2 Der NF-kB-Signalweg
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Abbildung 5: Darstellung des NF-kB Signalweges

NF-kB (p50/p65) liegt mit der IkB (IKKB)-Kinase komplexiert im Zytosol vor. Der IKK-Komplex (IKKa,
IKKB und IKKy) fiihrt Gber Phosphorylierung zur Aktivierung von IkB. Uber Ubiquitinierung erfolgt der
proteosomale Abbau der IkB-Proteine. Dies fuhrt zur Freisetzung von NF-kB, welches in den Nucleus

translozieren und dort die Transkription verschiedener Ziel Gene initiieren kann.

(Hayden & Ghosh, 2008; Jana et al., 2017)
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IkBa: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor a; IKKa: kB kinase
alpha; IKKB: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta; NF-kB: nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer' of activated B-cells

Der NF-kB-Signalweg spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Inflammation,
Immunologie und Apoptose (Viatour, Merville, Bours, & Chariot, 2005).

Es gibt drei aktivierende Signale des NF-kB Weges. Der erste Kklassische
Aktivierungsweg wird durch pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa aktiviert (Hsu,
Xiong, & Goeddel, 1995).

Der sogenannte alternative Weg wird durch Komponenten des Immunsystems, wie
z.B. den T-Zell-Rezeptor CD40 aktiviert (Coope et al., 2002). Der atypische Weg ist
IKK unabhéangig und wird durch DNA-Sché&den induziert (Kato, Delhase, Hoffmann, &
Karin, 2003).

Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) liegt komplexiert mit der IkB (IKKB)-Kinase in einem inaktivierten Zustand im
Zytosol vor. Der entscheidende Regulationsschritt besteht in der Aktivierung der kB
durch den sog. IKK -Komplex, welcher wiederum aus drei IkB-Kinasen besteht. IKKa
und IKKB dienen dabei als katalytische Untereinheiten der Kinase und filhren zur
Phosphorylierung, Ubiquitinierung, und der proteosomale Abbau der IkB-Proteine
(Hayden & Ghosh, 2008). (Yamamoto & Gaynor, 2004). IKBKG (inhibitor of nuclear
factor kappa-B kinase subunit gamma) ist eine Untereinheit der IkB-Kinase, welche
NF-kB aktiviert. Kommt es zur Phosphorylierung von IkBa, wird dieses abgebaut und
fuhrt zur Freisetzung der NF-kB-Dimere. NF-kB kann somit in den Nucleus
translozieren und dort die Transkription verschiedener Ziel Gene initiieren. NF-kB wirkt
dabei anti-apoptotisch und fordert somit das Zellwachstum (Baldwin, 2001; Karin & Lin,
2002).

Da NF-kB durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa aktiviert wird, liegt es nahe,
dass eine verédnderte NF-kB Aktivitat in Tumoren nachweisbar ist. Dies fihrt Uber eine
gesteigerte Proliferation und Angiogenese zu einem Fortschreiten der
Tumorerkrankung. Insbesondere eine konstitutiv erhdhte Aktivitat des IKK-Komplexes

konnte in Tumoren beschrieben werden (Biswas et al., 2004).
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1.3.3 Der PI3K/Akt-Sighalweg
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Abbildung 6: Darstellung des PIK3/Akt Signalweges

Der Signalweg wird Uber Wachstumsfaktoren aktiviert. Die PI3K phosphoryliert PIP2 zu PIP3, wodurch
die PDK1 aktiviert wird. Diese phosphoryliert anschlielRend Akt, welches Uber verschiedene

Mechanismen zu einer gesteigerten Proliferation, Angiogenese oder Metastasierung der Zelle fihrt.

PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PIP2: Phosphatidylinositol-,4,5-trisphosphat, PIP3:
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, PDK: Phosphoinositide-dependent kinase 1

(Ghoneum & Said, 2019)

Der PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) /Akt (Proteinkinase B) /mTor (mechanistic Target
of Rapamycin) Signalweg reguliert diverse Prozesse wie Proliferation, Uberleben,
Angiogenese und Metastasierung. Auch dieser Signalweg ist vielen Tumoren
Uberaktiviert (Manning & Cantley, 2007). Der Signalweg kann durch
Wachstumsfaktoren, wie z.B. Insulin Uber zahlreiche Rezeptoren aktiviert werden.
Unter anderem uber Tyrosinkinase-Rezeptoren, G-Proteingekoppelte-Rezeptoren
(GPCR) oder durch ein konstitutiv aktiviertes Ras. Diese aktivieren daraufhin die PI3K
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wodurch die Signalkaskade in Gang gesetzt wird (Dbouk et al.,, 2012; Engelman,
2009). Die PI3K phosphoryliert PIP2 zu PIP3. PIP3 induziert daraufhin Andockstellen
fur die PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase 1). PDK1 phosphoryliert
anschlieBend Akt, welches somit aktiv wird (Franke et al., 1995).

Sobald Akt aktiviert ist phosphoryliert es diverse andere Proteine. Zum einem
inaktiviert es Proteine wie GSK-3B (Glykogensynthase-kinase-3-3), welche an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt sind oder pro-apoptotische Proteine wie Bad
(Cross, Alessi, Cohen, Andjelkovich, & Hemmings, 1995; Datta et al., 1997; Diehl,
Cheng, Roussel, & Sherr, 1998). Dies fuhrt zu einem gesteigertem Zelliberleben und
Wachstum. Des Weiteren aktiviert Akt die IKK-alpha, welcher zu Freisetzung und
Aktivierung von NFkB fuhrt (Guo, Coppola, & Cheng, 2016; Ozes et al., 1999).

Ein konstitutiv  aktivierter PI3K-Signalweg kann dber Akt ein erhohtes
Metastasierungspotential vermitteln. Indem Akt die Transkriptionsfaktoren Snail, Slug
und ZEB1 induziert und aktiviert, fihrt es zur Aktivierung der sogenannten Epithelialen-
Mesenchymalen-Transition (EMT). Diese Transkriptionsfaktoren regulieren Vimentin,
N,- und E-Cadherine, woraufhin das Aktin-Zytoskelett reorganisiert wird, um die
Motilitat der Tumorzellen zu erleichtern (Gonzalez & Medici, 2014; Lamouille, Xu, &
Derynck, 2014).

Ein regulierendes Protein dieser Kaskade ist PTEN (Phosphatase and tensin
homolog). PTEN liegt zytoplasmatisch vor und kann Akt antagonisieren. Als negativer
Feedbackmechanismus fihrt eine Akt-Aktivierung automatisch zu einer PTEN
Translokation. Indem PTEN PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert fiihrt es zur Inaktivierung
von Akt (Liu, Cheng, Roberts, & Zhao, 2009). Wenn PTEN einmal in den Nucleus
transloziert fuhrt es zur chromosomalen Stabilitat und initiert DNA-Reparatur
Mechanismen. Eine der haufigsten Aberrationen dieses Signalweges beruhen daher
auf dem Verlust oder der Fehlfunktion von PTEN (Engelman, 2009; Liu et al., 2009).
Ein mutiertes Ras wie Kras kann zu einer Inhibierung von PTEN flihren und somit zur
Tumorentstehung fihren (Ersahin, Tuncbag, & Cetin-Atalay, 2015). Der Verlust von

PTEN und p53 wurde in verschiedenen Tumorentitaten festgestellt (Liu et al., 2009).

Der PI3K/Akt Signalweg ist eng mit dem MapK-Signalweg verknlpft. So kann Ras und
dementsprechend Kras sowohl PI3K als auch RAF aktivieren. Beide Signalwege
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vermitteln durch Co-regulierende Proteine ein gesteigertes Zelliberleben. (Fruman &

Rommel, 2014; Zimmermann & Moelling, 1999).

1.3.4 Der Apoptose-Signalweg

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway

' Cytotoxic T cells

death ligand o *

death receptor —o_
l perforin

: /\
adaptors mitochondrial changes (MPT)

granzyme B granzyme A

disc formation apoptosome forms
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase10  SET complex
' / activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
¢

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Abbildung 7: Exemplarische Darstellung des Apoptose Signalweges mit den Initiatorcaspasen 8,9,10
sowie der beispielhaften Effektorcaspase 3. Uber verschiedene Stimuli kann dieser essentielle
Signalweg in Gang gesetzt werden. Uber Initiatorcaspasen werden sog. Effektorcaspasen aktiviert,

welche schlussendlich zur Apoptose der Zelle fihrt.

(Elmore, 2007)

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein aufRerst wichtiger zellularer
Mechanismus, der vor Entartung infizierter oder mutierter Zellen im Organismus
schiitzen soll. Die Inhibierung von pro-apoptotischen Signalwegen ist ein typisches
Malignitatskriterium von Tumoren. Der Signalweg kann sowohl durch extrinsische, als
auch intrinsische und die Perforin/Granenzym Stimuli ausgelést werden (Elmore,
2007). Caspasen sind Proteasen und regulieren diesen Ablauf. Die Caspasen 8, 9, 10
und 12 sind sogenannte Initiatorcaspasen und werden je nach Caspase durch

verschiedene Faktoren bzw. Stimuli aktiviert. Beispielsweise werden die Caspasen 8
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und 10 durch den Fas-Liganden oder den TNF-Rezeptor aktiviert (Budihardjo, Oliver,
Lutter, Luo, & Wang, 1999). Die Caspase 9 wird durch DNA-Schaden induziert und die
Caspase 12 Uber ER-Stress (Nakagawa et al., 2000). Sobald die Initiatorcaspasen
aktiviert sind, spalten und aktivieren sie die stromabwaérts gelegene Effektorcaspasen
3, 6 und 7. Diese induzieren wiederum Uber verschiedene Effektorproteine die
Apoptose. Hochregulierte Caspasen sprechen daher flir einen gesteigerten Zelltod;

supprimierte Caspasen fuhrt ein vermehrtes Zelliiberleben.

1.3.5 Der Shh/ Patched-Signalweg

Smoothened (SMO)

: et ) -
Plasma Cyclopamine
membrane &
D — D
'
/

Patched
(PTCH1)

Cytoplasm
’ * -
/
!
I
1
]
1
+ Gli Target genes Proliferation
Transeription: 0y v p1/2 cycLvET, g:jff:ir\?;uauon
v F—— GLIT, N-MYC, PTCH, ey .
Nucleus XC00MBORRRBEERAR UK. VEGk-c. snar. scez Angiogenesis
NANOG, SOX-2, TWIST2 Self-renewal
Stemness

Abbildung 8: Darstellung des Shh (Sonic-Hedgehog) -Signalweges. Im Fokus unserer Arbeit steht das
Protein Shh mit seinem Rezeptor ,patched’. Der Signalweg spielt insbesondere bei der Embryogenese
sowie Regenerationsprozessen eine Rolle. Eine Aktivierung dessen fiihrt zu einer vermehrten

Proliferation, Angiogenese sowie Uberleben der Zelle.
Shh: sonic hedgehog
(Iriana, Asha, Repak, & Sharma-Walia, 2021)

Der Hedgehog-Signalweg spielt bei der Embryogenese eine entscheidende Rolle.
Eine Dysregulation dessen ist mit embryonalen Defekten und Tumoren assoziiert
(Hezel et al., 2006; Taipale & Beachy, 2001; Varjosalo & Taipale, 2008). In etwa einem

Drittel der Tumore konnte ein veranderter Shh-Signalweg nachgewiesen werden
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(Murone, Rosenthal, & de Sauvage, 1999). Im erwachsenen Organismus spielt dieser

Signalweg hingegen eine untergeordnete Rolle oder ist inaktiviert (Skoda et al., 2018).

Jedoch konnte gezeigt werden, dass dieser Signhalweg bei der Regeneration des
exokrinen Pankreas eine grof3e Rolle spielt (Fendrich et al., 2008). Es wurde
beobachtet, dass die Expression von Shh im Rahmen des Pankreaskarzinoms mit
einer schnelleren Progression assoziiert ist. Die Arbeitsgruppe um Bailey et al.
untersuchte pankreatische Tumorzelllinien, welche Shh Gberexprimierten. Die
Analysen dieser zeigten, dass es durch eine Uberexpression von Shh zu einem
erhohtem Tumorvolumen und einer vermehrten Metastasierung kam (Bailey, Mohr, &
Hollingsworth, 2009). Shh und Patched spielen bei diesem Signalweg die grdlite Rolle.
Bei Abwesenheit von Shh blockiert patched als Tumorsuppressor den Signalweg,
weshalb die Zielgene nicht transkribiert werden kénnen (Skoda et al., 2018). Bindet
Shh an seinen Rezeptor patched so werden diese zusammen lysosomal abgebaut und
die Blockade des Signalweges wird aufgehoben (Mastronardi, Dimitroulakos, Kamel-
Reid, & Manoukian, 2000). Indem dieser Signalweg die Transkription von Cyclin D und
E induziert, wird die Zellzyklus Progression gefordert (Duman-Scheel, Weng, Xin, &
Du, 2002). Des Weiteren induziert dieser Signalweg die Transkription von VEGF-A,
einem Wachstumsfaktor, welcher zu einer gesteigerten Angiogenese fihrt, welches
Kennzeichen einer erhdhten Malignitat ist (Morrow et al., 2009). Auch das Bcl-2 Gen
gilt als Zielgen. Bcl-2 ist an der Regulation der Apoptose beteiligt und flhrt zu einem

vermehrtem Zelluberleben (Bigelow et al., 2004).
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1.4 Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition e
JLRCRNG HMINGRON) (LMY JOLRIM il L - -
¢ Ll il A T
i L | L ] ! | | ! L e N T g ey
Epithelial y — — S » Mesenchymal
calls - _— . - o o |\ S y o R __ ocells
———— I
E-Cadherin Vimentin
Progressive loss of epithelial markers 3-Catenin
and gain of mesenchymal markers .
Snail
Slug
ZEB1
a-SMA

Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT)

Bei der EMT erlangen epitheliale Zellen mesenchymale Eigenschaften und kénnen somit migrieren und
entsprechend metastasieren. Entsprechend ihres Vorkommens und der Beteiligung an den

unterschiedlichen Phasen der EMT sind exemplarische Proteine aufgefihrt.

Modifiziert nach (Kalluri & Weinberg, 2009)

Die Epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT) ist ein Prozess, bei welchem
epitheliale Zellen im Rahmen der Metastasierung mesenchymale Eigenschaften
erlangen. Dies beruht auf einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, was zu einer
gesteigerten Motilitat der Zelle fuhrt. Die Zellen kdénnen sich somit aus ihrem
epithelialen Verband |6sen und zur Metastasierung beitragen. Physiologischer weise
findet dieser Prozess wahrend der embryonalen Entwicklung statt (Aigner et al., 2007;
Cadigan & Nusse, 1997; Oh, Kim, Shin, Park, & Kang, 2011; Wheelock & Johnson,
2003).

Um sich aus einem Zellverbund I6sen zu kénnen, muss die Adhasion der Zellen
verringert werden. Sogenannte Cadherine vermitteln diese Zell-Zell-Adhasion und
stellen den entscheidenden Dreh und Angelpunkt der EMT dar (Peinado, Olmeda, &
Cano, 2007). Insbesondere E-Cadherin tragt zur Stabilisierung und Adh&sion von
Zellen bei. Ein vermindertes E-Cadherin fiihrt daher zu einer verminderten Adh&sion

der Zelle und wird im Tumorkontext als prognostisch ungunstig beschrieben. Es konnte
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beobachtet werden, dass es bei der herabgesetzten E-Cadherin Expression zu einer
vermehrten N-Cadherin Expression kommt. Dieser Umschlag wird als ,Cadherin-
Switch® beschrieben (Aigner et al., 2007). Vimentin ist ein Filament mesenchymalen
Ursprungs und ist zu strukturellen Anderungen fahig. Die Vimentin-Expression bzw.
Aktivierung unterliegt der Regulation durch Signalkaskaden wie dem PI3K-Signalweg.
Akt ist als Effektor dieses Signalweges in der Lage Vimentin zu aktivieren (Gonzalez
& Medici, 2014; Matter & Balda, 2007). B-Catenin stellt die Verbindung zwischen den
Cadherinen und dem Aktin des Zytoskeletts her. p-Catenin gilt dabei als Proto-
Onkogen und ist in vielen Tumorentitdten mutiert (Celen, Ross, Arighi, & Wu, 2015;
Reichert, Muller, & Hunziker, 2000).

Der Prozess der EMT wird durch die Transkriptionsfaktoren: Snail, Slug und ZEB
reguliert und kontrolliert. B-Catenin aktiviert beispielsweise Slug. Slug gilt wie auch
Snail und ZEB1 als Transkriptionssuppressor von E-Cadherin und fihrt somit zu einer
gesteigerten EMT (Aigner et al., 2007; Bolos et al., 2003; Inukai et al., 1999).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Chemikalien sowie deren Hersteller sind im Folgenden aufgelistet und
wurden mindestens mit analysenreiner (pro analysis, p.a.) Qualitat bezogen. Spezielle
Chemikalien, Verbrauchsmittel und verwendete Losungen werden am Anfang jeder
Methoden-Beschreibung aufgefuhrt. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden

von folgenden Herstellern bezogen:

Abcam (Cambridge, UK); Applied Biosystems (Darmstadt); BD Biosciences Clontech
(Heidelberg); biolab (Braunschweig); Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen); BMG
Labtech (Ortenberg); Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, USA) via New
England Biolabs GmbH; Dako (Waldbronn); Eppendorf AG (Hamburg); GE Healthcare;
Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe); Hettich (Tuttlingen); Invitrogen
GmbH(Karlsruhe); Marienfeld (Lauda Konigshofen);

Merck Biosciences GmbH (Schwalbach am Taunus); NEB (Berlin); Nunc GmbH & Co.
KG (Thermo Fischer Scientific, Wiesbaden); Peglab (Darmstadt); Pierce/Perbio
Science Deutschland GmbH (Bonn); R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Nordenstadt);
Roth (Karlsruhe); Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg); Schleicher &; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen); Thermo Fischer Scientific (Bremen); Thermo

Scientific (Bonn); Typon (Baden-Baden); Vector (Burlinegame, USA)
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2.1.2 Onlinedatenbanken und Werkzeuge

Name Aufgabe Web-Adresse
Pubmed | Publikations- Home - PMC - NCBI (nih.gov)
Datenbank
Robert- | Aktuelles Krebs in Deutschland fur 2017/2018 (krebsdaten.de)
Koch- Krebsregister
Institut

AWMF S3 Leitfaden | Kurzversion - S3-Leitlinie Pankreaskarzinom

(awmf.orq)

zum exokrinen
Pankreaskarzin

om

Tabelle 1: Onlinedatenbanken und Werkzeuge

2.1.3 Mausmodelle

Die fur dieses Projekt verwendeten Mauslinien wurden in der Versuchstierhaltung des
UKE gezichtet und behordlich genehmigt. Alle verwendeten Mauslinien haben
C57BL/6J als genetischen Hintergrund. Es wurden ausschlie3lich konditional-
transgene Mauslinien verwendet, welche durch das Einkreuzen der Pankreas-
spezifischen Cre-deleter Mauslinie Ptfla-Cre (Jax #023329) aktiviert wurden. Die
Mauslinie  LSL-KrasG12D (Jax #008179) wurde zur Induktion eines
Pankreaskarzinoms verwendet. Um die O-Glykosylierung im Pankreas zu verandern,
wurde in Zusammenarbeit mit der Firma GenOway eine gefloxte Clgaltlcl (Cosmc)
Mauslinie generiert (Wolters-Eisfeld et al., 2018)
Um Ptfla-Kras zu erhalten wurden heterozygote Ptfla-Mause mit homozygoten LSL-
KrasG12D Mausen verpaart. Um Ptfla-Kras-Cosmc Mause zu erhalten, wurden
PtflaCre/+;Cosmc-/- mit gefloxten homozygoten Kras;Cosmc verpaart. Somit sind die
resultierenden Genotypen fur Pftla-Cre und Kras immer heterozygot und fur Cosmc

homozygot.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
https://www.krebsdaten.de/Krebs/DE/Content/Publikationen/Krebs_in_Deutschland/kid_2021/kid_2021_c25_bauchspeicheldruese.pdf?__blob=publicationFile
https://www.awmf.org/uploads/tx_szleitlinien/032-010OLk_Exokrines-Pankreaskarzinom_2022-01.pdf
https://www.awmf.org/uploads/tx_szleitlinien/032-010OLk_Exokrines-Pankreaskarzinom_2022-01.pdf

2.1.4 Priméar Antikorper

Bezeichnung Herkunft Katalog # Spezies IH WB
Akt (pan)(C67E7) Cell Signaling 4691 Kaninchen 1:1000
Anti-alpha smooth Abcam Ab-7817 Maus 1:100

muscle actin antibody

(1A4)

Calnexin Santa Cruz Sc-11397 Kaninchen 1:200
Caspase 12 Antibody  Cell Signaling 2202 Kaninchen 1:1000
Caspase 3 (8G10) Cell Signaling 9665 Kaninchen 1:1000
Caspase 8-Antibody Cell Signaling 4927 Kaninchen 1:1000
CD175 (BRIC111) Invitrogen MA1-80055 Maus 1:100 1:1000
CD175s Antikoerper ABIN356328 Maus 1:100 1:1000
E-Cadherin (24E10) Cell Signaling 3195 Kaninchen 1:1000
GAPDH (FL-335) Santa Cruz Sc-25778 Kaninchen 1:500
GRP 78 (H-129) Santa Cruz Sc-13968 Kaninchen 1:500
Histone H2B (C-19) Santa Cruz Sc-8651 Ziege 1:500
HSP70 Cell Signaling 4872 Kaninchen 1:1000
HSPAS8 (D12F2) Cell Signaling 8444 Kaninchen 1:1000
IKKa Cell Signaling 2682 Maus 1:1000
IKKB (D30C6) Cell Signaling 8943 Kaninchen 1:1000
IkBa (L35A5) Cell Signaling 4814 Maus 1:1000
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Ki67 Abcam Ab15580 Kaninchen 1:500

P38 MAPK (D13E1) XP Cell Signaling 8690 Kaninchen 1:1000

Patched 1/PTCH R&D Systems MAB413220 Ratte 1:500

Phospho Akt (Thr308) Cell Signaling 13038 Kaninchen 1:1000
(D25E6) XP

Phospho-c-Raf Cell Signaling 9421 Kaninchen 1:1000
(Ser259)

Phospho-NF-kB p65 Cell Signaling 3033 Kaninchen 1:1000

(Ser536)

Phospho- Cell Signaling 9551 Kaninchen 1:1000
PTEN(Ser380)
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SLUG Polyclonal Thermo Fisher PA1-86737 Kaninchen 1:1000
Antibody

Sonic Hedgehog/Shh  R&D Systems AF464 Ziege 1:200

Vimentin (D21H3) Cell Signaling 5741 Kaninchen 1:100 1:1000

Tabelle 2: Verwendete Primar-Antikdrper
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2.1.5 Sekundar Antikorper

Kopplung Herkunft Katalog Spezies Spezifitat  Verdinnung

#
HRP Cell #7074 Ziege Kaninchen  1:2000
Signaling
HRP Invitrogen  #31460 Ziege Kaninchen  1:3000
HRP Dako P 0449 Kaninchen Ziege 1:2000
HRP Santa Cruz Sc-2055 Ziege Maus 1:3000
HRP Santa Cruz Sc-2004 Ziege Kaninchen  1:3000
HRP Santa Cruz Sc-2354 Maus Ziege 1:7000
HRP Cell #7077 Ziege Ratte 1:2000
Signaling
HRP Cell #7076 Pferd Maus 1:2000
Signaling
HRP Santa Cruz Sc-2954  Huhn Maus 1:5000

Tabelle 3: Verwendete Sekundéar Antikorper

2.1.6 Lektine
Abklrzung Bezeichnung Herkunft Katalog Glykospezifitat Konjugat
#
VVA, VWL Vicia Villosa Vector AL- Tn-Antigen Agarose
Lectin Laboratories 1233
PNA Peanut Agglutinin  Vector AL- Core 1 Agarose
Laboratories 1073
DBA Dolichos Biflorus  Vector B-1035 Tn-Antigen Biotin
Laboratories
Agglutinin
PNA Peanut Agglutinin  Vector B-1075 Core 1l Biotin
Laboratories
VVA Vicia Villosa Vector B-1235 Tn-Antigen Biotin
Lectin Laboratories

Tabelle 4: Verwendete Lektine
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2.1.7 Molekulargewichtstandards

Die verwendeten Molekulargewichtstandards wurden von der Firma Bio-Rad
bezogen. Fir die jeweilige Proteinleiter wurden durchschnittlich 15ul auf ein Mini-
Protean TGX Gel von Bio-Rad aufgetragen.

Precision
Plus

& Protein™

8 Standards

Dual Color

Abbildung 10: Molekulargewichtstandard Precision Plus Dual Color, Bio-Rad
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2.1.8 Haufig verwendete Losungen und Puffer

Alle Lésungen wurden mit sterilem deionisiertem Wasser (dH20) angesetzt.

Homogenisierungspuffer

PBS (phosphate buffered saline)

Probenpuffer fur SDS-PAGE

(5x Laemmli-Puffer)

RIPA-Puffer

50 mM Tris, pH 7,5
1 mM CaCl2
1 mM MgCI2

0,32 M Saccharose

80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na2HPO4
2,4 g KH2PO4
800mI mit dH20

pH 7,4

0.312M Tris/HCI pH 6.8

5 % (w/v) SDS

20 % Glycerol

0,000 5% (w/v) Bromphenolblau

4 % (w/v) DTT oder B-Mercaptoethanol

50 mM Tris, pH 7,4
150 mM NaCl

1 mMEDTA

1 % NP-40
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SDS Laufpuffer

TBS-T

(tris buffered saline with Tween 20)

Denaturierungspuffer

30,3 Tris/HCL
1449 Glycin
10g SDS

Ad 1l mit dH20

0,1 mM Tris/HCI
1,5 mM NaCl
0,1% Tween 20
pH 7,5

60,06 M Harnstoff
58,44 M NaCl
121,14 Tris
154,20 M DTT

pH 7,4
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung eines Lysates

Losungen:
RIPA Puffer (Thermo)

Durchfuhrung: Die Totung der zu untersuchenden Tiere erfolgte mittels CO2
Vergasung mit anschlieRender Dekapitation. Die Bauchdecke wurde eroffnet und
das Pankreas unter Beachtung weiterer Organe entnommen. Die weiteren
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Es wurde pro Organ ca. 1ml RIPA Puffer (Thermo)
mit 100fach verdiinnten Protease & Phosphataseinhibitor von Thermo angesetzt.
Je nach GroRRe des Organs wurden 0,5-1ml des Ansatzes in einen Glaskolben
gegeben. Das entnommene Pankreas wurde in ca. 5x5mm grol3e Sticke
zerkleinert, in den Glaskolben Uberfihrt und durch etwa 20-maliges Auf- und
Abziehen des Teflonpistills homogenisiert. AnschlieRend konnte das Lysat mittels
BCA-Test auf die Proteinkonzentration untersucht und mittels Western Blot Assay

analysiert werden. Ansonsten wurde das Lysat bei -20°C weggefroren.

2.2.2 Sialyl-Verdau

Losungen:

Denaturierungspuffer s. haufig verwendete Losungen
Laemmli Puffer s. haufig verwendete Losungen
Aquadest

Durchfihrung: Um einen Sialyl-Verdau vorzunehmen, wurde jeweils 1l
Denaturierungspuffer von BioLabs zum Lysat hinzugegeben. Die zu verwendende
Menge des Lysats wurde zuvor via BCA Test ermittelt. Der Ansatz wurde bei 100°C
fur 10min im Thermomix (Eppendorf) inkubiert. AnschlieRend wurden jeweils 2l
Neuraminidase (BioLabs) und 1pl G1 Puffer (BioLabs). Um ein Endvolumen von

10pul zu erreichen wurde der jeweilige fehlende Rest mit Aquadest aufgefullt. Dieser
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Ansatz wurde bei 37°C fur 45 min inkubiert. Danach wurde der Laemmli Puffer
hinzugegeben und bei 95°C fur 5 min im Thermomix inkubiert. Anschlielend

konnten die Proben fur einen Western Blot ins Gel pipettiert werden.

2.2.3. Gewebefraktionierung

Losungen:
Homogenisierungspuffer s. haufig verwendete Losungen
Ansatz 1. 1,5ml Homogenisierungspuffer pro Lysat
1:100 Phosphatase (Thermo)
1:100 Protease Inhibitor (Thermo)
Ansatz 2 150ul RIPA Puffer (Sigma) pro Lysat
1:100 Phosphatase
1:100 Protease Inhibitor

Durchfuhrung: Das nach der Praparation gewonnene Gewebe wurde unter
Verwendung des Homogenisierungspuffers zu einem Homogenat verarbeitet. Die

weitere Fraktionierung in Zellkerne, Membranen und Zytosol gelang wie folgt:

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten alle auf Eis. Das homogenisierte Gewebe
wurde mit den 1,5ml des ersten Ansatzes in einen Glaskolben gegeben und durch
etwa 20maliges Auf und Abziehen des Teflonpistills homogenisiert. Das Homogenat
wurde in ein 2ml Tube uberfihrt und bei 1000g fir 15min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und in ein 1,5ml MikroreaktionsgefaR tberfiihrt und
erneut bei 1000g fur 15min zentrifugiert. Das Pellet, welches die Zellkerne
beinhaltete, wurde mit 100ul RIPA Ansatz suspendiert. Der Uberstand wurde zuvor
abpipettiert und bei 20.000g fur 2 Stunden zentrifugiert. Das Pellet, welches die
Membranen darstellte, wurde mit 50ul RIPA-Ansatz suspendiert. Der Uberstand
beinhaltete das Zytosol. Alle Fraktionen wurden entweder bei -20°C weggefroren

oder mit dem BCA Test auf ihre Proteinkonzentration analysiert.
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2.2.4 Immunblot-Analyse (Western Blot)

2.2.4.1 BCA-Test (Proteinbestimmung)

Durchfuhrung: Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einzelner Proben wurde
das BCA Protein Assay Kit von Thermo verwendet. Die 96-well Mikrotiter Platten
wurden von eppendorf bezogen. Das Gesamtvolumen des jeweiligen Ansatzes
betrug 210pl. Die BCA L6sung bestand aus den Reagenzien A und B, welche in
einem Verhaltnis von 50:1 gemischt wurden. 200ul der BCA Lésung wurden mit
10ul der zu analysierenden Probe versetzt, gemischt und bei 37°C fir 20 min
inkubiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt, um die Messgenauigkeit
zu erh6hen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Protein-
Standartreihe 0-2000ug/ml BSA (0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000ug/ml) in
der gleichen Weise, wie die zu analysierenden Proben angesetzt. Mittels FLUOstar
Omega (BMG LABTECH) erfolgte die Messung bei einer Extinktion von 562nm.
Anhand der gemessenen Extinktionen konnten unter Betrachtung der linearen

Regression die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben ermittelt werden.

2.2.4.2 SDS-Gelelektrophorese (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Losungen:
SDS Laufpuffer s. haufig verwendete Losungen.

Durchfuhrung: Unter Verwendung von SDS-Polyacrylamidgelen wurden die
Proteine der einzelnen Proben mittels Elektrophoresekammern von BioRad anhand
ihres Molekulargewichts elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Durchfihrung der
Elektrophorese wurden Mini-PROTEAN TGX Gele 4-15% (Bio-Rad) verwendet.
Zuvor wurden die Proben im Verhaltnis 5:1 mit Laemmli Puffer versetzt und bei 95°C
fur 5 min inkubiert und anschlie3end kurz zentrifugiert. Anhand der durch den BCA-
Test ermittelten Proteinkonzentrationen wurden die dementsprechenden Volumina
in die Geltaschen pipettiert. Als Molekulargewichtsstandart wurde der Precision

Plus Protein Standard von Bio-Rad verwendet. Bei 80 Volt erfolgte zunachst fir 10
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min die Elektrophorese des Sammelgels. Fir das Trenngel wurde die Spannung auf
100Volt erhéht und etwa 50 min durchlaufen.

2.2.4.3. Elektrophoretischer Membranentransfer

LOosungen:
Transferpuffer Glycin 288g
Tris Base 60,49
Methanol 200ml
1,81 dH20
TBST s. haufig verwendete Lésungen
0,05 % TWEEN® 20
Blockierldsung 5% Magermilchpulver (Biorad) oder BSA (Sigma)

in TBS-T

Durchfuhrung: Bei der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine anhand ihres
Molekulargewichts auf einem Trenngel aufgetrennt. Danach folgt der Transfer auf
eine Nitrocellulosemembran (0,2 oder 0,45 nm Porengro3e) (GE Healthcare Life
Science). Die folgenden Schritte passierten alle unter Verwendung des
Transferpuffers. Zunachst wird das Transfersandwhich, bestehend aus jeweils zwei
Schwammen, zwei dinnen Whatman®-Papieren, der Nitrocellulosemembran und
dem zu transferierenden Gel zusammengestellt, und nach Angaben des Herstellers
in die Transferkammer tUberfuhrt. Alle Bestandteile des Sandwiches wurden vor dem
Gebrauch in Blotpuffer eingeweicht und Luftblasen eliminiert. Die Transferkammer
wurde mit Transferpuffer aufgeflllt, einem Kihlpack und einem Ruhrfischchen

versehen und bei 4°C fir 60min bei konstanten 100Volt in Betrieb genommen.

Um eine unspezifische Bindung des Primarantikdrpers zu unterbinden, wurden die
Membranen anschlieBend fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit der oben
genannten Blockierldsung inkubiert.
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2.2.4.4. Immunreaktion

Losungen:
TBS-T s. haufig verwendete Losungen
Blockierldsung 5%ig Magermilchpulver in TBS-T

Durchfuhrung: In Anschluss an den einstiindigen Blockiervorgang mittels 5%iger
Magermilchpulverlosung wurde der Primarantikdrper (s. Tabelle 2) in der jeweils
angegebenen Verdinnung der Blockierlésung hinzugefligt und bei 4°C tber Nacht
inkubiert. Alle folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Es folgten 5
Waschschritte &4 5 min in TBS-T. Der HRP gekoppelte Sekundarantikorper (Tabelle
3) wurde den Membranen in der entsprechenden Verdinnung in 15ml
Blockierldsung oder TBS-T hinzugefligt und bei Raumtemperatur fir eine Stunde
inkubiert. Erneut wurden 5 Waschschritte @ 5 min mit TBS-T vorgenommen. Die
eigentliche Nachweisreaktion erfolgte via ECL Detektion, welche im folgenden

Abschnitt erlautert wird.

2.2.4.5. ECL Detektion

Die Nachweisreaktion erfolgte Uber die an den Zweitantikdrper kovalent gebundene
Meerrettichperoxidase  (HRP),  welche katalytisch ECL (Enhanced

chemiluminescence) als Substrat unter Lichtemission umsetzt.

Durchfuhrung: Um die HRP gekoppelten Sekundarantikérper nachzuweisen
wurden zunéachst die beiden Chemiluminiszenzreagenzien (Pierce ECL Western
Blotting Substrate bzw. SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate,
Thermo Scientific) im Verhéltnis 1:1 gemischt. Pro Membran wurden etwa 200ul
Ansatz bendtigt. Der Ansatz wurde auf die Membranen gegeben und fir etwa 3 min
inkubiert. Zur anschlieRenden Fixierung der Membranen in der Filmkassette wurden

Klarsichthillen verwendet. Zur endgultigen Detektion wurden in der Dunkelkammer
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Rontgenfilme (DV-B Medical X-ray film, Typon Roéntgen-Film) aufgelegt,

unterschiedlich lange exponiert und anschlieRend entwickelt.

2.2.4.6 Entfernung der Antikdrper des Western Blots

LOosungen:

Stripping Losung Eisessig
5 M NaCl
Ad dH20

Tris Puffer pH 8

Durchfihrung: Die Nitrocellulosemembran wurde bei Raumtemperatur (RT) fur
etwa 30 min. auf dem Schiuttler mit der Strippingldsung inkubiert. Nach kurzem
Waschen mit Aquadest wurde die Membran fur 15 min bei RT mit Tris puffer (pH8)
neutralisiert. Es folgte ein kurzer Waschgang mit TBS-T. Anschlielend konnte die

Membran fur eine Stunde mit der Blockierlosung inkubiert werden.
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2.2.5 Immunhistochemie

2.2.5.1 Entparaffinierung

Losungen:

TBS-T s. haufig verwendete Losungen
Xylol

100% Ethanol

96% Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

Citrat Puffer pH6 (Dako)

Durchfuhrung: Die Einbettung und Zuschnitte der in Formalin-fixierten Paraffin-
eingebetteten Gewebe erfolgte in Zusammenarbeit mit der Core Fascility
Mauspathologie des UKEs.

Nachdem die Paraffinschnitte beschriftet wurden, wurde diese zunachst
entparaffiniert. Alle folgenden Schritte wurden jeweils einmal wiederholt. Dazu
wurden die Schnitte jeweils 5 min. in Xylol, 3 min. in 100% Ethanol, 3 min. in 96%
Ethanol, sowie 3 min. in 80% Ethanol getaucht. Danach wurden die Schnitte
einmalig fur 3 min. in 70% Ethanol getaucht und anschlieend fur 5 min in Aqua
dest gewaschen. Fir das Retrieval wurde die Target retrieval solution Citrat pH6
von Dako 1:10 mit 25ml Aqua dest verdunnt. Die Schnitte wurden in diesem Ansatz
in einem Schnitthalter fir 2x5 min. bei 600 Watt in der Mikrowelle gekocht.
Verdampfte Flissigkeit wurde immer mit Aqua dest aufgefullt. Die Schnitte mussten
danach ca. 60 min bei Raumtemperatur in der Lésung abkihlen. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Schnitte mit genigend Flissigkeit bedeckt waren und
nicht trockenfallen konnten. AnschlieBend wurde die Schnitte 3x5 min. in TBS-T

gewaschen.
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2.2.5.2. Antikorperfarbung

Losungen:

TBS-T s. haufig verwendete Losungen
Xylol

100% Ethanol

96% Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

Citrat Puffer pH6 (Dako)

Hamalaun

Durchfuhrung: Die Schnitte wurden nach obigen Schema entparaffiniert. Zum
Farben wurde das Cell tissue Staining Kit von R&D Systems benutzt. Zunachst
wurden die Organe mit einem Fettstift von Dako (Dako Pen) umrandet. Fur 5 min
wurden 3-4 Tropfen des Peroxidase Blocks auf die Schnitte gegeben. Danach
wurden die Schnitte fir 5 min in TBS-T gewaschen. Die Schnitte wurden
anschlie3end fur 12 min mit 3-4 Tropfen des Serum Blocks bedeckt. Danach wurden
die Schnitte ohne weiteren Waschschritt fir 12 min mit 3-4 Tropfen des Avidin
Blocks bedeckt. Anschlieend wurde 3x5 min. mit TBS-T gewaschen. Als letzter
Blockierungsschritt wurden 3-4 Tropfen des Biotin Blocks auf die Schnitte gegeben.
Danach 3x3 min mit TBS-T waschen. Der jeweilige Antikérper wurde je nach
Angaben des Herstellers mit Antibody Diluent von Dako verdiinnt. Es wurden jeweils
200ul des Ansatzes pro Schnitt benétigt und dementsprechend angesetzt. Die
Schnitte wurden bei 4°C Uber Nacht in einer feuchten Kammer mit dem Antikorper
bedeckt und inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3x10 min in TBS-T
gewaschen. Der entsprechende Anti-Kaninchen oder Anti-Maus Sekundar
Antikoérper wurde aus dem Cell Tissue Staining kit von R&D Systems verwendet.
Anschlie3end wurde 3x10min in TBS-T gewaschen. Das HSS-HRP (Vial B) musste
fur 30 min auf den Schnitten inkubieren. Danach wurde 3x2 min mit TBS-T waschen.
Um das DAB-Chromogen Gemisch anzusetzen mussten pro ml Chromogenpuffer
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1 Tropfen DAB-Chromogen hinzugegeben werden. Da 200ul pro Schnitt benétigt
wurden, wurde ein entsprechender Ansatz angesetzt. Anschlielend betrachtete
man die Schnitte unter dem Mikroskop und stoppte die Zeit, bei welcher sich die
Schnitte rot farbten. Anschlie3end wurde fur 2x5 min in Aqua dest gewaschen. Die
Schnitte wurden danach kurz in Hamalaun gebadet und anschlieRend so lange mit
Leitungswasser gewaschen, bis keine Blaufarbung des Wasser zu beobachten war.
Um die Schnitte einzudeckeln wurde ,Mikroscopy Aquatex“ von Merck und

Deckglaser von Marienfeld verwendet.

2.2.5.3. Fluoreszensfarbung

Losungen:

TBS-T s. haufig verwendete Losungen
Xylol

100% Ethanol

96% Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

Citrat Puffer pH6 (Dako)

Hamalaun

Durchfihrung: Die Schnitte wurden nach bekannten Schema entparaffiniert. Zur
Blockierung wurde Carbofree Blocking Solution von Vektor 1:10 mit HSM Puffer
versetzt. Da 200ul pro Schnitt benétigt wurden, wurde die Blockierldsung
dementsprechend angesetzt. Bei einer Farbung mit Lektinen wurde dieses nach
Angaben des Herstellers mit HSM Puffer verdinnt und 200ul pro Schnitt
aufgetragen und 60 min inkubiert. AnschlieRend wurde 3x5 min gewaschen. Zum
Eindeckeln wurde Dapifluoromount von abcam verwendet. Die Auswertung der

Farbungen erfolgte am ,Keyence Biorevo BZ9000".
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Falls ein Antikorper verwendet wurde, mussten die Schnitte nach dem Waschen
zunachst mit dem Serum Block aus dem Cell tissue staining kit von R&D systems
fur 12 min blockiert werden. Danach wurde 3x5 min mit TBS-T gewaschen. Der
Primar-Antikorper wurde je nach Angaben des Herstellers mit Antibody Diluent von
Dako verdinnt, aufgetragen und bei 4°C in einer feuchten Kammer Gber Nacht auf
den Schnitten inkubiert. Am nachsten Tag wurde 3x5 min gewaschen und
anschlieBend der fluoreszierende Sekundar-Antikérper (Alexa) je nach Angaben
des Herstellers mit TBS-T verdiinnt und fir 60 min auf den Schnitten inkubiert. Die
verwendeten Sekundar-Antikorper sind der Tabelle 3 zu entnehmen. Danach wurde
3x5 min mit TBS-T gewaschen. Zum Eindeckeln wurde Dapifluoromount von abcam

verwendet. Die Auswertung der Farbungen erfolgte am ,Keyence Biorevo BZ9000“.

2.2.6. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Losungen:

Hamalaun

Eosin G Lésung (Roth)
Aqua dest.

80% Ethanol

96% Ethanol

100% Ethanol

Xylol

Durchfuhrung: Die H&E Farbung ist die Standardfarbung der Histologie. Wir
bedanken uns ganz herzlich fur die Anfertigung der Farbungen durch die
Mauspathologie Facility des UKE. Die Schnitte wurde nach bekannten Schema

entparaffiniert.

Anschliel3end wurden die Objekttrager kurz mit A. dest gespult und fur etwa 5-10
sec. in Hamalaun (Roth) gefarbt. Dies farbt die Zellkerne blau. Danach wurde sie 5-
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10 sec. In ca. 0,1% HCI getaucht. Die Objekttrdger wurden danach fur etwa
mehrmals fir 5-10 sec. unter laufenden Leitungswasser gespilt und anschlieRend
erneut kurz mit A. dest gesplilt. Das vorlaufige Ergebnis wurde unter dem Mikroskop
kontrolliert. Danach wurde die Schnitte fur 5 sec in der Eosin G (Roth) Lésung
gebadet. Diese farbt Kollegen sowie Zytoplasma rot. Danach wurde fir kurz mit 80%
Ethanol Losung und anschlieBend je 2x fir 5 sec. in 96% sowie 100%
Ethanollésung gesplilt. Zuletzt wurden die Schnitte 2x etwa 5 min in Xylol gebadet.
Mit der Pipette wurde 1 Tropfen Eukitt/Entellan auf das Gewebe getraufelt und mit

Deckglaschen luftblasenfrei eingedeckelt und anschlielRend mit Ethanol geputzt.

2.2.7. Masson-Goldner-Trichom-Féarbung

Losungen:

100% Ethanol

96% Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

60 % Ethanol

50% Ethanol

Hamatoxylin nach Weigert (Roth)
Azophloxin Lésung (Sigma)
Goldner Losung (Roth)
Phosphorwolframséure-Orange G-LOsung (Roth)
Essigsaure

Aqua dest

10%ige Essigsaure wird 1:10 mit A dest verdinnt.
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Durchfuhrung: Wir bedanken uns ganz herzlich fiir die Anfertigung der Farbungen
durch die Mauspathologie Facility des UKE. Die Schnitte wurden nach bekanntem
Schema entparaffiniert. Danach wurden diese mit Hamatoxylin (Roth) 5 min
inkubiert und anschlie3end fir 5 min unter flieBendem Leitungswasser gehalten.
Danach wurden die Schnitte fur 30 Sekunden in 1%iger Essigsaure gespult.
Anschliel3end fir 10 min in Azophloxin-Losung (Sigma) inkubiert. Danach wurde
erneut fur 30 Sekunden in 1%iger Essigsaure gespult und fur 1min in
Phosphorwolframsaure-Orange G-L6sung (Roth) inkubiert. Es wurde erneut fir 30
Sekunden in 1%iger Essigsaure gespilt und fir 2 min in der Goldner Lésung (Roth)
inkubiert. Die Schnitte wurden wiederholt flir 30 Sekunden in 1%iger Essigsaure
gespult und entsprechend der aufsteigenden Alkoholreihe behandelt. Zum

Eindeckeln wurde Neo-Mount® verwendet.

Zellkerne zeigen sich dunkelbraun bis schwarz, Zytoplasma und Muskulatur

Ziegelrot, und Bindegewebe griin.
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3. Ergebnisse

3.1 Grundlagen

In den folgenden Experimenten wurden prinzipiell zwei Altersstufen von Tieren
untersucht. Die jungen Tiere waren vier Monate und die alten zw6lf Monate alt. Zur
besseren Ubersicht wurden die Genotypen mit WT (Wildtyp), Kras®12D/*

Kras®?P*:Cosmc™ sowie Cosmc™ abgekurzt.

3.2 Makroskopische Analyse der Pankreata

KrasG12D/+ Kras®12b/*:Cosmc™

Kras®120* Kras®120/+:Cosmc™-

Abbildung 11: Exemplarische, makroskopische Darstellung der Pankreata der Genotypen
Kras®20/+ ynd Kras®2P+;Cosmc” in situ und ex vivo. Im Vergleich ist eine signifikante

GréRenzunahme des Pankreas des Genotypen Kras®2P*;Cosmc”- zu verzeichnen.

Alter: 12 Monate
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Nach Praparation der Mause erfolgte zunachst die makroskopische Begutachtung,
sowie die Protokollierung des Gewichts (s. Abb. 11, 12). Das Pankreas des
Genotypen Kras®12P* prasentiert sich physiologisch schmal und schien lediglich
leicht verfettet. Im Vergleich dazu zeigt sich das Pankreas des Genotypen
Kras®12P*:Cosmc™ bereits in situ stark hyperplasiert und inhomogen. Das Organ ist
knotig durchzogen und massiv hyperplasiert. Ex vivo sind knotige Veranderungen

des Organs tastbar.

3.3 Analyse der Organgewichte
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Abbildung 12: Vergleich der Gewichte der Pankreata der 4. und 12.Monate alten Genotypen
Kras®12b+ - und Kras®12P+;Cosmc”’-. Angegeben sind die Einzelwerte der Tumorgewichte mit dem
dazugehorigen Median. Der Unterschied zwischen Kras®20* und Kras 612P+:Cosmc im Alter von

12 Monaten ist statistisch signifikant (p=< 0,0001).

Nach der Organentnahme wurden die Pankreata beider Genotypen gewogen und
anschlieRend verglichen. Im Vergleich weisen die Organe der vier Monate alten
Genotypen Krase2o+ und Krase2o+;Cosmc’ noch keinen signifikanten Unterschied

der Organgewichte auf. Mit zwdlf Monaten hingegen zeigt sich, dass die Pankreata
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des Genotypen Kraset2o+;Cosmc™ im Schnitt etwa doppelt so schwer waren, wie die
der gleichaltrigen Kras®?P"* Tiere.

3.4 Histologische Analyse der Pankreata

Kras€®12b/+ Kras®120/*:Cosmc™

Abbildung 13: Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Pankreata der Genotypen Kras®?P*+ und
Kras®120/+:Cosmc-. Zum Vergleich der Progression wurden zwei Altersstufen (Obere Zeile: Vier

Monate, untere Zeile: Zwolf Monate) analysiert. (Originalvergréferung 40x)

Zur ubersichtlichen Darstellung des Gewebeaufbaus wurde eine Hamatoxylin-Eosin
Farbung der Pankreaskarzinome der Genotypen Krasé2o+ und Krasé:2o+;Cosmc™- in
zwei verschiedenen Altersstufen vorgenommen. Die duktalen Adenokarzinome der
vier Monate alten Krasé:2o+-Mause weisen noch grol3e Anteile an intakten exokrinen
Pankreasgewebe auf, welche sich als dunkel-violett geféarbte Azini darstellen.
Insbesondere um die Gefal3e des Organs zeigt sich die beginnende Fibrose des
Pankreas. Vereinzelt sind erweiterte ductale Strukturen der ehemaligen Azini
erkennbar. Bereits mit zwolf Monaten hat sich das Parenchym des Pankreas des
Genotypen Krasé2o+ massiv verandert. Wahrend der Anteil an intakten Azini stark
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zurlckgegangen ist, hat sich die Fibrose weiter ausgedehnt. Dariiber hinaus zeigen

die Organe eine starke Verfettung.

Im Vergleich dazu weisen die Pankreata der vier Monate alten Krasct2o+;Cosmc-
Mause keine physiologischen Strukturen mehr auf. Bereits im jungen Alter ist das
Pankreas vollstandig umgebaut. Es besteht eine Hyperplasie der Ductus und eine
bereits stark ausgepragte Fibrose. Mit zwolf Monaten hat der fibrotische Anteil

weiter zugenommen. Die Gange stellen sich ausgedehnt und entrundet dar.

3.5 Histopathologische Charakterisierung

Kras Kras;Cosmc Kras Kras;Cosmc
B T
mm Acinar Tissue
Desmoplasia
3 month P =0.023 12 month P =0.590
Total=10 Total=12
Kras Kras;Cosmc Kras Kras;Cosmc
[
mm PanIN
PDAC
3 month P =0.350 12 month P =0.036

Total=10 Total=12

Abbildung 14: Gegenuberstellung der pathologischen Gewebeanalysen der drei Monate und zwolf
Monate alten Genotypen Kras®2P+ und Kras®12P+;Cosmc-. Obere Zeile: Darstellung der jeweiligen
Anteile von physiologischen Azini (Acinar tissue) und desmoplastischen Gewebe (Desmoplasia).
Untere Zeile: Anteilige Darstellung der Vorlauferlasion (Panin) und dem Duktalen Adenokarzinom
(PDAC).

Panin: Pankreatische intraepitheliale Neoplasie; PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma
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Die histopathologische Analyse der Pankreata veranschaulicht, dass das Gewebe
des Genotypen Krase2o+;Cosmc’ bereits im jungen Alter von drei Monaten einer
massiven desmoplastischen Reaktion unterliegt. Der fibrotische Anteil ist dabei
signifikant (p= 0,023) héher als bei den Pankreata des Genotypen Krasé:2o+, |m Alter
von zwolf Monaten weist das Gewebe von Krassi2o+ einen ahnlich hohen Anteil an
desmoplastischen Gewebe auf wie Kraséc2o+;Cosmc”’-. Des Weiteren verdeutlicht
die untere Abbildung, dass die Tumore von Krascto+;Cosmc™ bereits mit drei
Monaten zu etwa der Halfte aus manifesten Karzinomen bestehen. Krasé2o+ weist
hingegen nur einen kleinen Anteil an Karzinomen und einen grof3en Anteil an
Pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (Panin) als Vorlauferlasion des
Karzinoms auf. Im Alter von zwdlf Monaten bestehen nahezu alle Tumore des
Genotypen Kraseto+;Cosmc”- aus manifesten Karzinomen und weisen somit einen
signifikanten (p= 0,036) Unterschied zu den Tumoren von Krasé:2o/+ gquf. Die Tumore
des Genotypen Krase2o+ weisen auch mit zwolf Monaten etwa 75%

Vorlauferlasionen (Panin) und 25% manifeste Karzinome auf.

3.6 Proliferation

KrasG12D/+ Kras"‘12"/+ ;Cosmc™

2 ,}f?“‘:""}fg"’“ ~ i

SR »

T Kier

Abbildung 15: Immunhistochemische Analyse der Pankreata der vier Monate alten Genotypen
Kras®120/+ und Kras®12b+;:Cosmc™-. Darstellung des Proliferationsmarkers Ki-67 (Braune Farbung)

mittels des monoklonalen Antikérpers Anti-Ki67 von Abcam (Originalvergré3erung 40x).
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Um das Ausmal} der Proliferation des Tumorgewebes der Genotypen Krase2c+und
Krasewo+;:Cosmc™ zu analysieren wurde eine immunhistochemische Farbung
mittels eines monoklonalen Anti Ki-67 Antikorpers (Abcam) vorgenommen. Ki-67 ist
ein Proliferationsmarker und stellt sich in der immunhistochemischen Farbung
braun dar. Das Parenchym von Krasé:2o+weist insbesondere in den desmoplastisch
umgebauten Arealen einige Braunfarbungen auf. Das physiologische Gewebe zeigt
hingegen nur sehr vereinzelt eine Braunfarbung. Das Gewebe von Kraséi2o+;Cosmc:
l- zeigt im Vergleich dazu eine deutliche Farbung der ductalen Strukturen, welche
einem statigen Umbau und dementsprechend einer erhéhten Proliferationsrate
unterliegen.

3.7 Differentielle O-Glykosylierung

Da der Pathomechanismus der Tn-Entstehung auf einer differentiellen O-
Glykosylierung basiert, wurden sowohl histopathologische Farbungen als auch
Western-Blot Analysen mittels verschiedenen Lektinen und Antikdrpern

durchgefuhrt, um veranderte O-Glykane zu detektieren.
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kDa Abbildung 16: Western-Blot Analyse von
Proteinlysaten aus den Pankreata der
250 - Genotypen: WT, Kras®12D/* Kras®12Di*;Cosmc-
150 ’ - und Cosmc™ mittels des T-Antigen
100 - . .
75 detektierenden Lektins PNA (Vector). Der
50 Wildtyp zeigt eine starke physiologische T-
37 Antigen Expression.
25 Hsp70 (Cell Signaling) als Ladekontrolle.
WB: PNA PNA: Peanut Agglutinin; WT: Wildtyp

Hsoro (DI Sl w10 vonae
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Um die T-Antigen Expression im Sinne einer physiologischen O-Glykosylierung
darstellen zu konnen, wurde ein Western-Blot mittels des Lektins PNA (Peanut
agglutinin von Vector) durchgefuhrt. Der Wildtyp zeigt eine starke Expression des
physiologischen T-Antigens. Die verschiedenen Banden verdeutlichen, dass
unterschiedlich schwere Proteine o-glykosyliert sind. Die Proteinlysate der anderen
Genotypen zeigen hingegen keine Expression des T-Antigens und weisen somit
keine normale O-Glykosylierung von Proteinen auf

Kras®12b/+ Kras®12b/+:Cosmc™”-

12m PNA

Abbildung 17: Immunhistochemische Darstellung der T-Antigen Expression der Pankreata der
Genotypen Kras®1?P* yund Kras®2P/+:Cosmc-. Anfarbung des Gewebes mittels des T-Antigen
detektierenden Lektins PNA von Vector (Rotfarbung). (OriginalvergréR3erung obere Zeile: 40x; untere
Zeile 100x)

PNA: Peanut Agglutinin

Analog zu dem vorangegangenen Western-Blot wurde die T-Antigen Expression
histologisch unter Verwendung des Lektins PNA dargestellt. Das Parenchym des

Genotypen Krase2o+ weist sowohl in der 40fachen als auch in der 100fachen
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VergroRerung eine Anfarbbarkeit der restlichen physiologischen Azini auf. Teilweise
zeigt sich eine Farbung des ductalen Epithels. Die Muzine in den erweiterten Ductuli

weisen ebenfalls eine deutlichen Farbung auf.

Das Gewebe des Genotypen Krasé¢i2o+;Cosmc”’ zeigt hingegen keine T-Antigen

Expression.
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kDa . Abbildung 18: Western-Blot Analyse der
250 } pankreatischen Proteinlysate der
-
150 Genotypen WT, KrasG12Di+
100 - Kras®12b/+:Cosmc- und ;Cosmc- mittels des
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a7 Hsp70 (Cell Signaling) als Ladekontrolle.
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Die Western-Blot Analyse der Pankreaslysate mittels des Lektins VVA (Vector) zeigt
eine starke Tn-Expression der Genotypen Krase2o+;Cosmc” und Cosmc’. Das
variierende Bandenmuster lasst darauf schlieBen, dass je nach Genotyp
unterschiedliche Proteine differentiell o-glykosyliert sind. Der Wildtyp und Krase:2o+
weisen keine Tn-Expression im Sinne einer differentiellen O-Glykosylierung auf. Die
Banden oberhalb von 75kDa stellen dabei die spezifische Bindung des Tn
Antikorpers an Tn-tragende Proteine dar. Alles unterhalb von 75kDa stellen die

unspezifische Banden der leichten und schweren Antikorperketten dar.
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KrasG12D/+

Kras®120/*:Cosmc™

12 m

Abbildung 19: Immunhistochemischer Nachweis des Th-Antigens (Rotfarbung) unter Verwendung
des Lektins VVA (Vector). Vergleich der Pankreata der zwélf Monate alten Genotypen Kras®20+ und

Kras®12b/+:Cosmc. (OriginalvergroRerung obere Zeile: 40x; untere Zeile 100x)

VVA: Vicia villosa Lectin

Zur histologischen Darstellung des Tn-Antigens wurde das Lektin VVA (Vector)
verwendet. Sowohl in der Ubersichtsaufnahme als auch in der 100fachen
VergrofRerung, zeigt das Pankreasgewebe des Genotypen Krasci2o+ eine leichte
Anfarbbarkeit. Zum einen zeigen sich einige Azini leicht angefarbt, zum anderen
zeigen auch intraductale Strukturen wie Muzine eine leichte Tn-Expression. Das
Parenchym des Genotypen Krasé:2o+;Cosmc™- zeigt hingegen ubiquitar eine starke
Anfarbbarkeit. Sowohl das Epithel, welches die hyperplasierten Ductuli umgibt, als
auch die intraductalen Muzine zeigen eine starke Farbung.
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Kras¢12b/+ Kras®12b/*:Cosmc™

PNA (rot) und
VVA (griin)
jeweils mit
DAPI

Abbildung 20: Fluoreszensfarbung der Pankreata der Genotypen Kras®12Pb/* ynd Kras®2b/+;Cosmc-
- mittels der Lektine PNA (Rotfarbung) und VVA (Griunfarbung) von Vector. PNA detektiert das
physiologische T-Antigen. VVA detektiert das Tn-Antigen. Die Zellkerne wurden mittels DAPI
(Blaufarbung) angefarbt. (OriginalvergréfRerung 40x)

PNA: Peanut Agglutinin; VVA: Vicia villosa lectin; DAPI: 4, 6-Diamidino-2-phenylindol

Die Fluoreszensfarbung erfolgte mittels der Lektine PNA (Vector) und VVA (Vector).
Als Kernfarbung wurde DAPI verwendet. Das Gewebe des Kraséip+ Genotypen
zeigt insbesondere im Stroma zwischen den Ductuli, als Zeichen einer T-Antigen
Expression, eine deutliche Rotfarbung. Vereinzelt zeigt sich auch intraductal eine
leichte Rotfarbung der Muzine. Eine Griinfarbung als Nachweis einer Tn-Antigen
Expression ist hingegen nicht sichtbar.

Im Parenchym der Kras¢p;Cosmc’ Maus kann eine starke Tn-Expression
(Grunfarbung) beobachtet werden. Sowohl das ductale Epithel als auch intraductale
Strukturen wie Muzine weisen eine starke Grinfarbung auf. Eine Rotfarbung als

Zeichen einer physiologischen O-Glykosylierung ist hingegen nicht nachweisbar.
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Kras©@12b/+ Kras€®12b/*:Cosmc-

12 m DBA

Abbildung 21: Immunhistochemische Analyse der Pankreata der Genotypen Kras®2P*+ und
Kras®120*:Cosmc’ mittels des N-acetylgalaktosamin-detektierenden Lektins DBA (Vector). DBA

bindet N-Acetylgalaktosamin, welches ein Bestandteil des Tn-Antigens ist.
(OriginalvergréBerung obere Zeile: 40x; untere Zeile 100x)

DBA: Dolichos Biflorus Agglutinin

Die Verwendung des Lektins DBA stellt eine weitere Moglichkeit zur Darstellung des
Tn-Antigens dar. Indem es an N-Acetylgalaktosamin bindet, welches ein Bestandteil
des Tn-Antigens ist, zeigt auch DBA das Verteilungsmuster der Tn-Expression auf.
Im Gegensatz zu der immunhistochemischen Farbung mittels VVA zeigt der
Genotyp Krase2o+ hier eine leichte Farbung des ductalen Epithels. Eine Farbung
des Stromas ist nicht nachweisbar. Das Verteilungsmuster des Genotypen
Krase2o+;Cosmc™ dhneln hingegen dem der VVA Farbung.
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kDa
Abbildung 22: Western-Blot Analyse
e
250 der Proteinlysate der Genotypen WT,
150 KrasG12Di — Kras®12D+:Cosmc und
100 Cosmc. Darstellung der Tn-Expression
75 mittels des monoklonalen Anti-CD-175
50 Antikorpers (Invitrogen).
37 HSP70 (Cell Signaling) als Ladekontrolle
25 WT: Wildtyp
WB: Tn Alter: 12 Monate

HSPTO . ] -

Um die Western-Blot Analyse mittels des Lektins VVA erneut zu bestatigen wurde
ein spezifischer Anti Tn-Antikorper (Anti-CD175 (BRIC111) von Invitrogen)
verwendet. Die Banden oberhalb von 75kDa stellen dabei die spezifische Bindung
des Tn-Antikérpers an Tn-tragende Proteine dar. Alles unterhalb von 75kDa sind

unspezifische Banden der leichten und schweren Antikorperketten.

Das Organlysat des Genotypen Kraseio+;Cosmc”  zeigt ein ausgepragtes
Bandenmuster, was darauf schliel3en lasst, dass viele Proteine unterschiedlichen
Gewichtes aberrant o-glykolysiert sind. Der Cosmc’- Genotyp zeigt ebenfalls eine
Tn-Expression von Proteinen, wahrend der Wildtyp und Kras®'2P"* kein Tn-Antigen

exprimieren.
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Kras©120/+ Kras®12D*;Cosmc™

12m

Abbildung 23: Immunhistochemische Darstellung der Tn-Expression (Rotfarbung) des
Pankreasparenchyms der Genotypen Kras®2P* und Kras®12P*;Cosmc’ mittels des mAK Anti-
CD175 (Invitrogen).

(OriginalvergrofRerung obere Zeile 40x, untere Zeile 100x)

mAK: monoklonaler Antikrper

Um die Lokalisation der Tn-Expression zu analysieren wurde eine
immunhistochemische Farbung der Pankreata der Genotypen Krasé2o+ und
Krase2o+:Cosmc’ mittels eines Anti-Tn-Antikdrpers (Anti-CD175 von Invitrogen)
vorgenommen. Das Pankreas des Genotypen Krasé:2o+ zeigt eine leichte Farbung
des Stromas. Sowohl die verbliebenen physiologischen Azini als auch die
hyperplastischen Ductuli zeigen hingegen keine Anfarbbarkeit. Im Vergleich dazu
zeigt das Stroma des Genotypen Kraseio+;Cosmc” ebenfalls eine schwache
Farbung. Analog zu der immunhistochemischen Farbung mittels VVA zeigt sich das
ductale Epithel und die Muzine von Kraséo+;:Cosmc”- stark Tn-positiv.
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WB: STn

Abbildung 24: Western-Blot Analyse der
Proteinlysate der Genotypen WT, Kras®12D/+
Kras®120+:Cosmc’- und Cosmc”. Darstellung
der STn-Expression mittels des monoklonalen
Anti-CD-175s Antikdrpers (Antikoerper).

HSPAS8 (Cell Signaling) als Ladekontrolle
STn: Sialyl-Tn; WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Das Tn-Antigen kann als Grundstruktur zu drei weiteren Glykanstrukturen

modifiziert werden. Eine mogliche Modifizierung fihrt zu der Bildung des Antigens

,2Sialyl-Tn“(STn). Da auch STn vermehrt in Tumoren gefunden wird, wurde ein

Western Blot unter Verwendung eines Anti-STn-Antikdrpers vorgenommen. Analog

zu dem Anti-Tn-Western Blot zeigen sowohl Krasé2e+:Cosmc” als auch Cosmc™

eine STn Expression.
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3.8 Sialyl-Verdau

kDa

250__
150__
100__
75__
50__

37_

25__

Abbildung 25: Western-Blot Analyse mittel VVA von Vector der Proteinlysate der Genotypen WT,
Kras®12Di+ Kras®120+:Cosmc’ und Cosmc”. Verglichen wird die Tn-Expression der unverdauten
Proteinlysate der Pankreata mit jenen, welche Sialyl-verdaut wurden. Da dieselben Proben aus

vorherigen Western Blots mit identischer Konzentration verwendet wurde, wurde auf eine weitere
Ladekontrolle verzichtet.

VVA: Vicia villosa Lectine; WT: Wildtyp

Alter 12 Monate

Zur Quantifizierung des Vorkommens von Tn und STn wurde ein Sialyl-Verdau der

Lysate vorgenommen. Dabei wurde die Sialyl-Gruppe des STn durch den Verdau
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abgespalten, sodass das Tn Antigen verblieb und durch das Lektin VVA detektiert
werden konnte. Gegenuiber gestellt sind jeweils die unverdauten und verdauten
Proben der Genotypen WT, Krase:2o+, Kraséo#;Cosmc™-und Cosmc™. Der Genotyp
Krasewo+;Cosmc”- zeigt zwischen den verdauten und den unverdauten Proben
variierende Bandenmuster. Die Proteine, welche zuvor STn trugen und durch das
VVA nicht detektiert werden konnten, zeigen sich nach dem Verdau als
detektierbares Tn Antigen. Cosmc™ weist jeweils vereinzelte Banden auf, jedoch
erscheinen nach dem Verdau keine neuen Banden. Die Genotypen WT und

Krase120+ zeigen weder vor noch nach dem Verdau eine Tn-Expression.

3.9 Lysatfraktionierungen

& S
(% ¢
o WQ\" \ W(,\* §\* %
o o < [ 1% <
& «'g’ @(,, o‘§ & &"’6’ «’g) o‘§
N £ &) N L C

kDa

250_ z — m
150_ J

100__
75__
50__
37_
25__
WB: VVA Lysate
L J \ J
T T
Zytosol Zellkerne
GAPDH (37 kDa) —— N —

H2B (18 kDa) A e B -

Calnexin (H-70) (85 kDa)

68



Abbildung 26: Western Blot Analyse der Lysat-Fraktionen Zytosol und Zellkerne der Genotypen
WT, Kras®12D* KrasG12D+:Cosmc’ und Cosmc™.Darstellung des Tn-Antigens mittels des Lektins
VVA (Vector).

GAPDH (Santa Cruz) als Nachweis der zytosolischen Fraktion. H2B (Santa Cruz) als Nachweis der

Zellkern-Fraktion. Calnexin (Santa Cruz) als Nachweis der Membran-Fraktion.
VVA: Vicia villosa lectine; WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Die Nachbearbeitung der Bilder erfolgte zur einheitlichen Darstellung. Die Proben sind auf

demselben Gel gelaufen und den restlichen Blots entsprechend angeordnet.

Um die genaue Lokalisation des Tn-Antigens in der Zelle zu untersuchen, wurde
eine Fraktionierung (in Zytosol, Zellkerne und Membranen) der Proteinlysate der
Pankreata vorgenommen. Anschlieend wurde eine Western Blot Analyse
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der einzelnen Fraktionen wurden spezifische,
Fraktions-assoziierte Ladekontrollen durchgefuhrt. GAPDH ist ein zytosolisch
exprimiertes Protein, H2B ist Bestandteil der Histone im Zellkern und Calnexin ist

ein membranassoziiertes Protein.

Der Genotyp Krase2o+;Cosmc™ scheint insbesondere zytosolisch vorliegende Tn-
tragende Proteine zu exprimieren. Cosmc™ zeigt in der zytosolischen Fraktion
ebenfalls eine Bande. Die Genotypen WT und Kraséi2o+ weisen hingegen keine
zytosolische Tn Expression auf.

In der Zellkernfraktion zeigt Kraseio+;Cosmc” als einziger Genotyp eine Tn-
Expression.
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Abbildung 27: Western Blot Analyse der Lysat-Fraktionen Zytosol und Membranen mittels des Tn-
detektierenden Lektins VVA (Vector). Verglichen werden die Genotypen WT, KrasG2DH+

Kras®12b+:Cosmc’ und Cosmc™.

GAPDH (Santa Cruz) als Nachweis der zytosolischen Fraktion. H2B (Santa Cruz) als Nachweis der

Zellkern-Fraktion. Calnexin (Santa Cruz) als Nachweis der Membranfraktion.
VVA: Vicia villosa lectine; WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Die Analyse der Membranfraktion ergab, dass sowohl Krase:2o+; Cosmc™ als auch
Cosmc™-eine starke Tn-Expression von membranassoziierten Proteinen aufweisen.
Die ausgepragten, jedoch unterschiedlichen Bandenmuster lassen darauf
schlieBen, dass je nach Genotyp verschiedene, membranassoziierte Proteine Tn

exprimieren.
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3.10 Fibrosierung

Ein Charakteristikum des Pankreaskarzinoms stellt die starke Fibrosierung des
Gewebes dar. Da eine Kras-Mutation im Vergleich dazu eher zu einer langsameren
desmoplastischen Reaktion neigt, sollte die Auswirkung einer aberranten O-
Glykosylierung auf die Fibrosierung des Parenchyms untersucht werden. Daflr
wurden sowohl immunhistochemische Methoden als auch Western-Blot Analysen

angewendet.

KrasG12D/+ KrasG12DI+; Cosmc-l-

4m

Masson
Goldner

8m

Abbildung 28: Masson Goldner Farbung der Pankreata der Genotypen Kras®?P* und
Kras®12b/+:Cosmc junger Altersstufen. Der fibrosierte Anteil des Pankreas stellt sich griin dar. Die
verbliebenden physiologischen Areale des Pankreas erscheinen violett. (Obere Zeile: 4 Monate,

untere Zeile: 8 Monate).

(Originalvergréf3erung 40x)

Bereits im Alter von vier Monaten zeichnet sich ein deutlicher Unterschied zwischen

den Genotypen ab. Das Parenchym des Genotypen Kras®e2o+weist nur vereinzelt
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fibrotische Anteile, insbesondere um die GefalRe herum auf. Bei dem Genotypen
Krasewo:Cosmce”’- macht die Fibrose bereits den groRten Anteil des Parenchyms
aus. Im zeitlichen Verlauf nimmt der fibrotische Anteil bei Krase2o+weiter zu, erreicht
allerdings nicht das AusmafR des fibrotischen Anteils von Kraseto+;Cosmc™.
Zwischen den zwei Altersstufen der Krasso+; Cosmc™ Genotypen zeigt sich kein
signifikanter Unterschied.

Kras®12b/+ Kras®12b/*; Cosmc-
: ' N A R DB

16 m

Masson
Goldner

20 m

Abbildung 29: Masson-Goldner Farbung der Pankreata der Genotypen Kras®?2P* und
Kras®12b/+:Cosmc”- im Alter von 16 und 20 Monaten. Der fibrotische Anteil stellt sich griin dar.

Physiologische Areale zeigen sich violett.

(OriginalvergréfRerung 40x)

Um den Verlauf der Fibrosierung mit zunehmendem Alter weiter beurteilen zu
kénnen, wurden zwei weitere Altersstufen (16 und 20 Monate) immunhistochemisch
untersucht. Wahrend der Unterschied zwischen den beiden Genotypen in den
jungeren Altersstufen sehr eindeutig war, liel3 sich bei den alteren Tieren kein derart
deutlicher Unterschied mehr ausmachen. Beide Organe weisen einen sehr grof3en

Anteil an fibrotischem Gewebe auf. Im Gegensatz zu Krasc®zo+;Cosmc’ weist
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Krase2o+  allerdings noch Anteile intakter Azini auf. Auffallig ist jedoch, dass die
Fibrose bei Krase2o+:Cosmc™- aufgrund der massiven ductalen Hyperplasie anteilig

zurlickging.

Kras®12D/+ Kras®12b/+: Cosmc™-

a-SMA

Abbildung 30: Immunhistochemische Darstellung des Fibrose-assoziierten Proteins a-SMA
(Rotfarbung) unter Verwendung des mAK Anti-alpha-smooth-muscle-actin-antibodys (1A4) (Abcam).
Zum Vergleich der Progression wurden zwei Altersstufen (Obere Zeile: 4 Monate, untere Zeile: 12

Monate) der Genotypen Kras®12>+ und Kras®20+;:Cosmc”- analysiert. (OriginalvergroRerung 200x)

aSMA: Smooth muscle actin a

Um das Ausmald der Fibrosierung weiter zu analysieren wurde eine
immunhistochemische Farbung mittels eines Anti-a-SMA Antikérpers (Abcam)
unternommen. ao-SMA wird eine Rolle in der Entstehung der Fibrosierung
zugesprochen. Wahrend das Parenchym des vier Monate alten Genotypen
Krase2oieine leichte Farbung des Stromas aufweist, zeigt das Pankreas des alteren
Tieres keinen derartigen Effekt. Im Vergleich dazu zeigt das Gewebe des jiingeren
Genotypen Kraseo+:Cosmc”- eine deutliche Farbung des Stromas. Das 16 Monate
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alte Gewebe zeigt ebenfalls ein &hnliches Verteilungsmuster der a-SMA

Expression.

3.11 Veradnderung der Signalkaskaden

Um die Auswirkung einer differentiellen O-Glykosylierung im Rahmen der
Tumorentstehung beziglich Proliferation, Metastasierung und Apoptoseverhalten

zu analysieren wurden diverse Signalkaskaden mittels Western-Blot analysiert.

3.11.1 Map-Kinase Signhalweg

MapK p38 (49 kDa) S W
Mapk

44/42(ERK1/2) - — -
(44, 42 kDa) - .
SAPK/INK (54 kDa) gt T —
HSPAS PR—-—

Abbildung 31: Western-Blot der pankreatischen Proteinlysate der Genotypen WT, Kras®¢2b/+
Kras®120/+:Cosmc’ und Cosmc. Darstellung der an dem MAPK-Signalweg beteiligten Proteine
MapK38, MapK44/42 und SAPK/INK mittels mAK (Cell Signaling).

HSPAS (Cell Signaling) als Ladekontrolle

JNK: c-Jun N-terminal kinase; Mapk: Mitogen activated protein kinase; SAPK: Stress activated

protein kinase; mAK: monoklonale Antikdrper; WT: Wildtyp. Alter: 12 Monate
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Wahrend der Wildtyp bei MapK p38 nur ein schwaches Signal zeigt, zeigen die drei
anderen Genotypen starkere Signale. Die starksten Signale weisen die
tumorassoziierten Genotypen Kras®2®* und Kras®2®*;:Cosmc”’- auf.

MapK 44/42 (ERK 1/2) tritt als Doppelbande auf. Wahrend MapK p44 das starkste
Signal in Kras®?P* zeigt, weisen der Wildtyp und Kras®?P*;Cosmc’ eine
schwachere MapKp44 Expression auf. Cosmc”’- zeigt hingegen keine MapK44
Expression. Im Vergleich dazu weisen der Wildtyp und Kras®?P* ein starkes

MapK42 Signal auf; Kras®1?P*;Cosmc”- und Cosmc™- zeigen schwéachere Signale.

SAPK/IJNK wird in den tumorassoziierten Genotypen Kras®?®* und
Kras®12P/*:Cosmc”- nur sehr schwach exprimiert, wahrend der Wildtyp und Cosmc-
I starke Signale aufweisen. Zusammenfassend fuihrt ein Knockout von Cosmc bei
einer zeitgleichen Mutation von Kras zu einem anderen Aktivierungsmuster des

MapK-Signalweges als bei einem alleinigen Ausfall dessen.

3.11.2 NF-kB-Signalweg

é’
&
<&
\ .
& ¢ ¢S
NFkB (65kDa) - -
Phospho NFkB (65kDa) R s -
IKKa (80kDa) - e
IKKB (87kDa) -_— -
Phopsho IKBa (37 kDa) B
HSPAS8 P e b S

75



Abbildung 32: Western-Blot Analyse der Proteine des NFkB-Signalwegs (Cell Signaling).

Verglichen werden die Genotypen WT; Kras®12b/+ Kras®12D/*:Cosmc” und Cosmc™.
HSPAS (Cell Signaling) als Ladekontrolle

IkBa: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor a; IKKa: IkB kinase
alpha; IKKR: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta; NFkB: nuclear factor 'kappa-

light-chain-enhancer' of activated B-cells; WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Es zeichnet sich deutlich ab, dass die beiden tumorassoziierten Genotypen
Kras®2P* und Kras®?P*;:Cosmc’ eine starke Expression von NFkB, IKKa, IKKB
und Phospho-IkBa zeigen. Lediglich Phospho-NFkB zeigt im Wildtyp das starkste
Signal und scheint in den anderen Genotypen nur schwach exprimiert zu werden.
Ein Cosmc-knockout scheint sich im Tumorkontext nicht maRgeblich auf die

Aktivierung des NFkB-Signalweges auszuwirken.

3.11.3 PI3K/Akt-Signalweg
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Abbildung 33: Western Blot Analyse der Proteinlysate der Genotypen WT, KrasG2bH
Kras®120/+:Cosmc™ und Cosmc™. Darstellung der an dem PI3K/Akt-Signalweg beteiligten Proteine

(Kit von Cell Signaling).
HSPAS8 (Cell Signaling) als Ladekontrolle

Akt: Proteinkinase B; cRaf: c-rapidly accelerated firbosarcoma/ serin/threonin Kinase, GSK3g:
Glykogensynthase-Kinase 3; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PTEN: Phosphatase and Tensin
homolog; PDK1: phosphoinositide-dependent protein kinase-1; , WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Pan-Akt wird im Wildtyp, Kras®'?P* und Cosmc™ in etwa gleich stark exprimiert.
Alleinig Kras®1?P*:Cosmc™ zeigt eine schwéachere Expression. Phospho-Akt zeigt
starke Signale im Wildtyp und Kras®??* und schwachere Signale in

Kras®12b*:Cosmc” und Cosmc™.

Phospho PTEN ist in Kras®1?P* am starksten exprimiert. Kras®2P*;Cosmc und
Cosmc’ weisen schwache Signale auf, wahrend der Wildtyp kein PTEN zu

exprimieren scheint.

Phospho PDK1 zeigt das starkste Signal in Cosmc”-, wahrend die anderen drei

Genotypen nur schwache Signale zeigen.

Phospho cRaf wird in Kras®?P'* stark exprimiert und zeigt ein schwaches Signal in
Kras®12P/*: Cosmc’. Der Wildtyp und Cosmc’ zeigen keine Phospho cRaf

Expression.

Phospho GSK3B zeigt das starkste Signal in Kras®?2P* Der Wildtyp und
Kras®12P/*:Cosmc’- weisen ebenfalls Banden auf, wahrend Cosmc”’ nur ein
schwaches Signal zeigt. Zusammenfassend weist Kras®2®*:Cosmc’” im

Gegensatz zu Kras®?P* durchgehend schwéchere Signale auf.
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3.11.4 Caspase/ Apoptose-Signalweg
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Abbildung 34: Western-Blot Analyse der pankreatischen Proteinlysate der Genotypen WT,
Kras®12b+ Krast12Di+:Cosmc” und Cosmc™. Darstellung der an den Apoptose-Signalweg beteiligten
Caspasen mittels mAK von Cell Signaling.

HSPAS8 (Cell Signaling) als Ladekontrolle
mAK: monoklonaler Antikorper; WT: Wildtyp

Alter: 12 Monate

Als Effektorproteine der Apoptose wurden die verschiedenen Caspasen via
Western-Blot analysiert. Die Initiator-Caspase 8 wird lediglich in Kras®12P* schwach

exprimiert. Die anderen Genotypen zeigen kein Signal.

Die Caspase 12 wird in Kras®?P*;Cosmc’ am starksten exprimiert, wohingegen
Kras®1?P* ein schwaches Signal zeigt. Der Wildtyp und Cosmc” scheinen keine

Caspase 12 zu exprimieren.

Die Effektor-Caspase 3 wird in Kras®2P* Kras®?2P*;:Cosmc’ und Cosmc” sehr
stark exprimiert und zeigt im Wildtyp ein schwécheres Signal. Ein Cosmc-knockout

fuhrt im Tumorkontext zu einer verénderten Aktivierung des Apoptose-Signalweges.
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3.11.5 Shh/patched Signhalweg
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Abbildung 35: Western-Blot Analyse der Proteinlysate der 4 und 12 Monate alten Genotypen WT,
Kras®120i  Kras®12D'+;Cosmc” und Cosmc”. Darstellung der Proteine Shh und patched mittels

monoklonaler Antikérper von R&D Systems.
HSPAS8 (Cell Signaling) als Ladekontrolle

Shh: Sonic hedgehog, WT: Wildtyp

Als entscheidender Signalweg der Embryonalentwicklung wurden die beteiligten
Proteine Shh und patched analysiert. Sowohl in den jungen als auch in den alten
Mausen zeigt Kras®2®*:Cosmc’- eine verminderte Expression von Shh. Die
anderen Genotypen zeigen eine etwa gleichstarke Expression von Shh.
Kras®12D'*:Cosmc”- weist in beiden Altersstufen eine patched Expression auf.
Kras®'?P* zeigt hingegen erst mit 12 Monaten eine patched Expression. Eine
veranderte O-Glykosylierung fuhrt im Falle des Shh-Signalweges zu einer

schwachere Aktivierung dessen.
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3.12 Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)

(,}’
&
(JO
\ e N
Q Q
& ¢ &
N

E-Cadherin (135kDa) /e '
B-Catenin (92kDa) e - .

Vimentin (57kDa) ‘ bt

Slug (30kDa) - — - .
Snail (40kDa) - -
TCF8/ZEB1(200kDa) S —
HSPAS8 TS Gmes & T

Abbildung 36: Western-Blot Analyse der Proteinlysate der 4 Monate alten Genotypen WT,
Kras®12Di = Kras®12bi+;Cosmc’”  und Cosmc”’. Dargestellt sind die an der Epithelialen-
Mesenchymalen-Transition beteiligten Proteine, welche mittels monoklonaler Antikérper von Cell

Signaling detektiert wurden.
HSPAS8 (Cell Signaling) als Ladekontrolle.

ZEB1: Zinc finger E-box-binding homeobox 1; TCF8: Transcription factor 8; WT: Wildtyp

Die Fahigkeit zur Metastasierung wird als wichtiges Malignitatskriterium gewertet.
Um diese zu untersuchen, erfolgte eine Western-Blot Analyse verschiedener
Proteine, welche an der sog. ,Epithelialen-Mesenchymalen-Transition“ beteiligt
sind. Um den zeitlichen Verlauf der EMT zu analysieren wurden zwei verschiedene
Altersstufen verwendet. Abbildung 36 zeigt den Westernblot der jungen Mause (4
Monate).
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E-Cadherin wird im Wildtyp am starksten exprimiert. Kras®?P* und
Kras®1?D*;Cosmc” zeigen ein schwécheres Signal, wéhrend Cosmc” das

schwachste Signal zeigt.

B-Catenin zeigt in Kras®?P*;:Cosmc™ und Kras®?P’* das starkste Signal. Eine
schwache Expression zeigt sich im Wildtyp. Cosmc” hingegen zeigt keine B-

Catenin Expression.

Kras®?P*:Cosmc’- zeigt eine deutliche Expression von Vimentin, wahrend die

restlichen drei Genotypen keine Vimentin Expression zeigen.

Slug zeigt in allen vier Genotypen schwache Signale. Snail hingegen wird lediglich
in Kras®12P* ynd Kras®?P*;Cosmc’ exprimiert. TCF8/ZEB1 zeigt eine deutliche
Expression in Kras®?P*:Cosmc™. Schwachere Signale sind bei Kras®?®* und dem

Wildtyp zu sehen wahrend Cosmc™ kein TCF8/ZEB1 exprimiert.
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Abbildung 37: Western Blot Analyse der Proteinlysate der 12 Monate alten Genotypen WT,
KrasC12P/* KrasG120+:Cosme’- und Cosmc’-. Darstellung der EMT-assoziierten Proteine (EMT Kit

von Cell Signaling).
HSPAS (Cell Signaling) als Ladekontrolle.

ZEB1: Zinc finger E-box-binding homeobox 1; TCF8: Transcription factor 8; WT: Wildtyp

Analog zu der Western Blot Analyse der 4 Monate alten Tiere wurden Analysen der
Lysate der 12 Monate alten Mause durchgefihrt. Im Vergleich zeigte sich, dass
Kras®12P'*:Cosmc im Alter von 12 Monaten kein E-Cadherin mehr exprimierte. Des
Weiteren zeigten die alten Kras®?P* uynd Kras®?P*:Cosmc”’ Mause keine
Expression von B-Catenin. Das Signal von Vimentin bei Kras®12P*:Cosmc™ war in
beiden Altersstufen etwa gleich stark. Kras®'?P* hingegen exprimierte mit
zunehmendem Alter Vimentin. Die Western-Blots fur Snail, Slug und TCF8/ZEB1
zeigen keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Altersstufen. Ein
Knockout von Cosmc fiihrt in beiden Altersstufen im Vergleich zu Kras®2P* zu einer

veranderten Expression der beteiligten Proteine.
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Abbildung 38: Immunhistochemische Farbung der Pankreata der 4 und 12 Monate alten Genotypen
Kras®12i+  ynd Kras®12P+:Cosmc’ mittels des Anti-Vimentin-Antikérpers (Cell Signaling).

(OriginalvergroéfRerung 40x)

Vimentin spielt bei der EMT als mesenchymales Filament eine zentrale Rolle und
ist im Rahmen der EMT erhoht. Vimentin zeigte in den Western Blots deutliche
Signale in Kras®P* und Kras®?P*;:Cosmc™. In beiden Genotypen zeigt sich eine
deutliche Rotfarbung des Stromas, rund um die Azini und Ductus herum. Wahrend
die Farbung bei Kras®2* mit dem Alter leicht zunahm, konnte bei
Kras®12P+:Cosmc”- analog zu den Western Blots keine Zunahme der Vimentin

Expression gezeigt werden.
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4. Diskussion

Diese Arbeit befasst sich mit der Frage, inwieweit sich eine verdnderte O-
Glykosylierung und eine damit einhergehende Tn-Antigen Expression auf die
Entstehung des Pankreaskarzinoms auswirkt. Es wurden die Pankreata der
Genotypen Wildtyp, Kras®12P* Kras®1?P*:Cosmc™ und Cosmc™ verglichen, wobei
das Hauptaugenmerk auf dem Vergleich der beiden tumorassoziierten Genotypen
Kras®1?P* und Kras®?P*:Cosmc’ lag. Dabei wurden Veranderungen der
Progression, Proliferation und Metastasierungsfahigkeit der Pankreaskarzinome
erdrtert und mittels immunhistochemischer Verfahren sowie Western-Blot Analysen
dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit werden sowohl makroskopische Aberrationen
als auch Veranderungen auf Zellebene aufgezeigt und in der Zusammenschau mit

der aktuellen Literatur diskutiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Auswirkung eines Cosmc-Knockouts auf das

Pankreaskarzinom in vivo gezeigt.

Nach Praparation der Mause der Genotypen Kras®1?P* und Kras®12P/*;Cosmc™
zeigte die makroskopische Begutachtung der Organe deutlich vergrol3erte und
inhomogene Pankreata des Genotypen Kras®2P*:Cosmc’ (s. Abb. 11). Der
Tastbefund ergab ein deutlich verhartetes und narbig verandertes Gewebe, was
bereits auf einen malignen Prozess hindeutete. Passend dazu ergab die Analyse
der Organgewichte der entnommenen Pankreata der Genotypen Kras®'?P* und
Kras®2P*:Cosmc”- im Verlauf einen signifikanten Unterschied (p=0<,0001).
Wahrend die Organe der vier Monate alten Tiere in etwa gleich schwer waren, so
wiesen die Pankreata des Genotypen Kras®?P*:Cosmc” mit zwolf Monaten ein
etwa doppelt so schweres Organ auf (s. Abb. 12). Zahlreiche Studien konnten
zeigen, dass eine erhohte Tumormasse mit einer schlechteren Prognose und einem
verringertem Gesamttberleben korreliert (Benassai et al., 2000; Kurata et al., 2017,
Yeo et al., 1995). Dementsprechend ist bei den Tumoren der Kras®'2®*:Cosmc-

Genotypen von bosartigeren Phanotypen auszugehen.

In Abbildung 14 sind die histopathologischen Analysen der Organe dargestellt. Es
konnte gezeigt werden, dass der desmoplastische Umbau der Pankreata von

Kras®12b/+:Cosmc’- wesentlich schneller voranschreitet als bei Kras®12P/*, Bereits
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im Alter von drei Monaten bestanden die Pankreata von Kras®?®*:Cosmc™” zu etwa
als 75% aus desmoplastisch veranderten Gewebe. Dies verdeutlicht, dass eine Tn-
Expression auf mikroskopischer Ebene schon sehr frih zu malignen
Veranderungen im Gewebe fuhrt. Die Gegenulberstellung von Vorlauferlasionen zu
Karzinomen bestéatigt diese Beobachtung erneut. Wahrend Kras®?P* mit drei
Monaten eher wenige manifeste Karzinome aufweist, finden sich in etwa der Halfte
der Organe von Kras®2P/*:Cosmc”- bereits Karzinome. Im Alter von zwolf Monaten
zeigten sich bei Kras®?P*;:Cosmc” fast ausschlieRlich PDACs, wohingegen
Kras®?P* noch einen groRen Anteil an Vorlauferlasionen wie den pankreatischen

intraepithelialen Neoplasien (Panin) aufweist.

Passend dazu zeigte die HE-Farbung in Abbildung 13, dass bereits im Alter von vier
Monaten ein auffalliger Unterschied zwischen den Geweben der beiden Genotypen
existiert. Wahrend das Pankreas von Kras®?P* noch groRe Anteile an intakten,
physiologischen Azini aufweist, ist das Parenchym von Kras®2P*:Cosmc™ stark
desmoplastisch veréndert. Es sind zahlreiche erweiterte Gangsysteme mit einer
dazwischenliegenden Fibrose zu erkennen. Physiologisches Pankreasgewebe ist
hingegen nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz zu der makroskopischen
GrofRenzunahme scheint sich eine veranderte O-Glykosylierung mikroskopisch also

schon von Beginn an auf die Karzinogenese auszuwirken.

Zusammenfassend fiihrt eine aberrante O-Glykosylierung als Folge eines Cosmc-
Knockouts durch eine gesteigerte Proliferation zu einer Grél3en-, und

Gewichtszunahme des Tumors.

Um die gesteigerte Proliferationsrate der Kras®'?®*;Cosmc’ Tumore weiter zu
analysieren  wurden  immunhistochemische Farbungen  mittels  des
Proliferationsmarkers Ki67 durchgefuhrt. Ki-67 ist ein nukleares Antigen und wird in
sich-teilenden Zellen exprimiert. Daher wird Ki67 in diversen Tumorentitaten als
Proliferationsmarker genutzt (Gerdes et al., 1984). Die immunhistochemische Ki67
Farbung in Abbildung 15 zeigte bereits im Alter von vier Monaten einen deutlichen
Unterschied zwischen den Geweben der beiden Genotypen Kras®?P* und
Kras®12P/*:Cosmc™-. Der Genotyp Kras®2P* weist vereinzelt Braunfarbungen auf,
welche insbesondere in den desmoplastisch umgebaut Arealen auftreten. Im

physiologischen Pankreasgewebe finden sich ebenfalls vereinzelte Farbungen.
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Dies beruht am ehesten auf der Tatsache, dass das Gewebe in einer
Tumorumgebung einer standigen Regeneration unterliegt und somit Zellteilungen
stattfinden. Bei gleichen Altersstufen wies Kras®2P*:Cosmc’ erwartungsgeman
eine vermehrte Expression von Ki67 auf, welche insbesondere in den Epithelien der

erweiterten Gange akzentuiert war.

Zum Nachweis einer physiologischen O-Glykosylierung wurde sowohl eine
Western-Blot Analyse als auch eine immunhistochemische Farbung mittels des
Lektins PNA durchgefuhrt (s. Abb. 16 und 17). PNA detektiert das physiologische
T-Antigen und weist somit eine physiologische O-Glykosylierung des murinen
Pankreas nach (Bird, 1964).

In der Western-Blot Analyse wies lediglich der Wildtyp eine physiologische O-
Glykosylierung auf. Bei Kras®?P* Kras®1?P*;Cosmc” und Cosmc” konnte
hingegen keine T-Antigen Expression via Western Blot verzeichnet werden. In der
Histologie (s. Abb. 17) zeigte das Parenchym von Kras®'2®* hingegen eine Farbung
fur PNA. Sowohl das Epithel der Ductus als auch intraductale Strukturen zeigen
eine Anfarbbarkeit. Da Kras®'?®* ohne Cosmc-knockout nicht zwangslaufig einer
veranderten O-Glykosylierung unterliegt, ist eine T-Antigen-Expression durchaus
vorstellbar. Die Negativitat fur PNA im Western-Blot beruht mit grol3er
Wahrscheinlichkeit auf der Tatsache, dass im denaturierten Gesamtlysat die Epitop-
Bindung zu schwach war und es somit im gesunden Pankreas reaktiv, nicht aber in

fibrotisch umgebauten Gewebe erschien.

Zum Nachweis einer Tn-Expression wurden analog zum PNA Nachweis Western-
Blot Analysen und immunhistochemische Farbungen mittels der Lektine VVA und
DBA sowie der Antikorper Anti-Tn und Anti-STn durchgefuhrt. VVA und DBA sind
pflanzliche Lektine, welche als glykanbindende Proteine spezifische GalNAc-Reste
binden (Babino et al., 2003; Nash, Neves, Faast, Pierce, & Dalton, 2007; Tollefsen
& Kornfeld, 1983).

Der VVA-Western-Blot (s. Abb. 18) sowie der Anti-Tn-Western-Blot (Abb. 22)
zeigten deutliche Signale in Kras®12P*:Cosmc” und Cosmc”-. Das Bandenmuster
unterschied sich zwischen den beiden Genotypen dabei deutlich. Diese
Beobachtung zeigt, dass Proteine von unterschiedlicher Molekulargréf3e Tn tragen.

Im Vergleich weist das ausgepragtere Bandenmuster von Kras®2P*;Cosmc’
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darauf hin, dass im Tumorkontext vermehrt Proteine aberrant o-glykosyliert sind als

bei einem alleinigen Ausfall von Cosmc.

Der Wildtyp und Kras®'?P’* zeigten hingegen keine Tn-Expression. In Kombination
mit dem negativen PNA Blot galt eine differentielle O-Glykosylierung der Genotypen

Kras®1?P*:Cosmc”’- und Cosmc” als nachgewiesen.

Bei den immunhistochemischen Farbung mittels des Anti-Tn-Antikdrpers, VVA und
DBA (s. Abb. 23, Abb. 19 und Abb. 21) zeigte Kras®?P*;Cosmc”’- eine starke
Farbung des Gewebes. Auch hier sind insbesondere die ductalen Epithelien und
intraductale Strukturen wie Muzine gefarbt. Im Vergleich mit der Ki67 Farbung passt
der Umstand dazu, dass sowohl die Ki67-, als auch die Tn-Expression in den
proliferierenden Gangsystemen der Tumoren stattfinden. Im Western-Blot konnte
eigens eine Tn-Expression von hochmolekularen Proteinen nachgewiesen werden.
In der Histologie zeigten sich passend dazu intraductale Muzine stark Tn-positiv. Da
Muzine hochmolekulare Gewichte aufweisen (Ramsey, Rushton, & Ehre, 2016),

bestérken sich diese Ergebnisse also gegenseitig.

In der VVA (s. Abb. 19) sowie DBA-Farbung (s. Abb. 21) zeigte Kras®?P"* ebenfalls
eine leichte Anfarbbarkeit einiger Gangstrukturen. Dies kdnnte beispielweise auf
einer unspezifischen Bindung des Lektins beruhen. Li et al. deuten auf die teils
unspezifische  Bindung von Lektinen und Antikbérpern an andere
Kohlenhydratstrukturen hin (Li, Anver, Butcher, & Gildersleeve, 2009). Es besteht
jedoch auch die Mdglichkeit, dass der Tumor im Verlauf ohne externe Einfliisse eine
veranderte O-Glykosylierung entwickelt hat. Da in 75-90% der Pankreaskarzinome
Tn nachweisbar ist (Hofmann et al., 2015), besteht die Mdglichkeit, dass Tn im

,normalen‘ Prozess der Tumorprogression exprimiert wird.

In der Tn-Farbung (s. Abb. 23) hingegen zeigte sich das Stroma des Kras®12b/+
Tumors positiv. Da die vorherigen Farbungen mit VVA und DBA bei Kras®?P"* eine
Farbung in den ductalen Strukturen zeigte, beruht die Anfarbung des Stromas sehr

wahrscheinlich auf einer unspezifischen Bindung des Antikdrpers.

Im Gegensatz zum Anti-Tn Western-Blot zeigte Kras®?®* im Anti-STn Western-Blot
(s. Abb. 24) mehrere Banden. Nach Betrachtung der vorangegangen histologischen
Farbungen, welche bei Kras®12P* teilweise positiv imponierten, kénnte das Signal

im Anti-STn Western-Blot ebenfalls dafiirsprechen, dass Kras®?P* eigenstandig
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eine aberrante O-Glykosylierung etablierte. Insgesamt muss im Rahmen dieser
Arbeit bedacht werden, dass viele verschiedene Mause des Genotypen Kras®12b/+
analysiert wurden, und jeder Tumor mdglicherweise eine veranderte O-
Glykosylierung etabliert haben kénnte. Jedoch kann parallel dazu ebenfalls oder
ausschlief3lich eine physiologische T-Antigen-Expression erfolgen. Daher sind die
Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen an unterschiedlichen Pankreata

eventuell nicht vollstandig deckungsgleich.

Zur weiteren Differenzierung einer Tn- und STn-Expression wurde ein Sialyl-Verdau
der Proteinlysate vorgenommen und anschlieend durch einen VVA-Western-Blot
(s. Abb. 25) analysiert. Bei den unverdauten Proben von Kras®2P*:Cosmc™’- war ein
ausgepréagtes Bandenmuster sichtbar. Nach dem Verdau zeigte sich anderes und
ausgedehnteres Bandenmuster. Die Proteine, welche zuvor STn trugen, zeigten
sich nun als Tn-tragend und konnten somit im Western-Blot mittels VVA

nachgewiesen werden.

Um die genaue Lokalisation von Tn in der Zelle zu detektieren, wurde eine
Fraktionierung der Proteinlysate vorgenommen (s. Abb. 26 und Abb. 27). Dabei
wurden die drei Fraktionen Zellkerne, Zellmembranen und Zytosol getrennt und
mittels VVA-Western-Blot analysiert. Die Zytosolfraktion zeigte in Cosmc’eine
starke Bande und ein schwécheres Bandenmuster in der Membranfraktion.
Kras®12P/*:Cosmc”- scheint sowohl zytosolische als auch Zellkern,- und Membran-
assoziierte Tn-Antigene zu exprimieren. Zellen interagieren untereinander
hauptsachlich Gber die Molekile auf ihrer Zelloberflache. Da eine Tn-Expression mit
einer verminderten Immunantwort des Korpers gegen den Tumor assoziiert ist (Ju
et al., 2011), passt der Umstand, dass beide Tn exprimierenden Genotypen Tn auf

ihrer Oberflache tragen.

Die Fibrosierung des tumorassoziierten Stromas unterliegt diversen
Signalkaskaden und ist ein hochkomplexer Prozess. Eine Fibrosierung des
Gewebes gilt im Tumorkontext als Malignitatszeichen und ist mit einer schlechteren
Prognose assoziiert. Dabei spielen insbesondere sogenannte Tumor-assoziierte
Fibroblasten eine zentrale Rolle. Sie konnen durch direkten Zell-Zellkontakt

Tumorprogression, Invasion und Metastasierung des Tumors vermitteln (Huang,
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Xu, Liu, Liu, & Li, 2014). Da das PDAC als ein aul3erst stromareicher Tumor gilt
(Pan, Liao, Niu, Zhou, & Zhao, 2015), ist es anzunehmen, dass die Fibrose
Auswirkungen auf das Verhalten des Tumors hat. Daher wurde eine Masson-
Goldner-Trichom-Farbung der Pankreata der Genotypen Kras®?P* und
Kras®12P*:Cosmc”- angefertigt (s. Abb. 28 und Abb. 29). Diese spezielle Farbung
stellt fibrosiertes Gewebe griin dar (Goldner, 1938). Um die Expansion der Fibrose
im zeitlichen Verlauf beurteilen zu kénnen, wurden die Gewebe von vier, acht,

sechszehn und zwanzig Monate alten Tieren untersucht.

Die Masson-Goldner-Trichom-Farbung konnte insbesondere bei den vier Monate
alten Tieren einen signifikanten Unterschied der Fibrosierung beider
tumorassoziierten Genotypen darstellen. Wahrend Kras®2P* noch groRe Anteile an
physiologischen Azini aufwies, zeigte Kras®?P*;Cosmc’ ausgedehnte fibrotische
Areale, welche die hyperplastischen Ductus umgaben. Physiologische Azini waren
nur vereinzelt nachweisbar. Mit zunehmendem Alter glich sich das Ausmal’ der
Fibrose jedoch in etwa an. Diese Beobachtung spricht dafir, dass sich eine
veranderte O-Glykosylierung vor allem zu Beginn der Tumorentstehung stark auf
die Fibrosierung und Progression der Kras®?P*;Cosmc’- Tumore auswirkt. Diese
Beobachtung unterstreicht zudem die Ergebnisse der histopathologischen
Ergebnisse der Abbildung 14.

Zur weiteren Differenzierung der Fibrosierung wurde eine immunhistochemische
Farbung mittels eines Anti-a-SMA-Antikdrpers durchgefihrt. a-SMA wird von
Tumor-assoziierten Fibroblasten exprimiert; ist im Tumor erhéht nachweisbar und
kann daher als Fibrose-Marker herangezogen werden (Huang et al., 2014; Quante
et al., 2011). Die Abbildung 30 stellt die a-SMA-Farbung dar und unterstreicht die
Beobachtungen der Masson-Goldner-Trichom Farbung. Der Cosmc-Knockout fuhrt
zu einer vermehrten Expression von a-SMA im Bereich des Stromas, was fir eine

Expansion des fibrotischen Anteils spricht.

Um die genaueren Ablaufe auf Zellebene zu erdrtern wurden einige Signalwege via
Western-Blot analysiert. Diese Signalwege sind an der Steuerung der Proliferation,

Apoptose und Metastasierung beteiligt.

Einer davon ist der MapK-Signalweg. Es existieren vier unabhéngige MapK-

Signalwege: der klassischen MapK / ERK-Signhalweg, der Big-MAP-Kinase-1 (BMK-
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1) Signalweg, der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) Signalweg sowie der p38-
MapK-Signalweg (Cossa et al., 2013). Ein konstitutiv aktivierter MapK-Signalweg
fuhrt zu vermehrtem Zelliberleben sowie Differenzierung und ist in vielen
Tumorentitaten mutiert (De Luca et al., 2012; McCubrey et al., 2007). Zwei dieser
Signalwege wurden mittels einer Western-Blot Analyse untersucht (s. Abb. 31).
Wahrend der Wildtyp bei MapK p38 nur ein schwaches Signal aufweist, zeigen die
drei anderen Genotypen starkere Signale. Die starksten Signale zeigen die
tumorassoziierten Genotypen Kras®1?P* und Kras®?P*;Cosmc™. Dieser Umstand
lasst darauf schlieRen, dass der MapK-Signalweg dort vermehrt aktiviert ist. Dass
bei Cosmc’” im Gegensatz zum Wildtyp ebenfalls ein starkeres Signal zu
beobachten ist, zeigt, dass eine veranderte O-Glykosylierung unabh&ngig von einer
Tumorentstehung zur Aktivierung dieses potenziell pro-onkogenen Signalweges

fuhren kann.

Die Map-Kinasen 44/42 (ERK1/2) stehen am Ende der Signalkaskade und fuhren
zur Transkription der entsprechenden Zielgene. Sie treten als Doppelbande auf. Die
starksten Signale zeigen sich in Kras®12P*, An dieser Stelle scheint ein Cosmc-
knockout nicht zwangslaufig zu einer Hochregulation dieser Kinasen zu fuhren.

SAPK/INK wird hingegen in den tumorassoziierten Genotypen Kras®'?P* und
Kras®12P/*:Cosmc”- nur sehr schwach exprimiert, wahrend der Wildtyp und Cosmc-
I- starke Signale aufweisen. Dieser MapK-Signalweg scheint in den Tumorproben
dementsprechend supprimiert zu sein. Es scheinen je nach Genotyp verschiedene
ERK-Kinasen aktiviert zu sein. Wagner et al. postulierten, dass der JNK und p38
MapK Signalweg teilweise antagonistische Effekte auf die Proliferation und das
Zelliberleben haben und eine spezifische Feinabstimmung zwischen diesen beiden
Signalwegen besteht (E. F. Wagner & Nebreda, 2009). Daher wirde der Umstand
passen, dass der p38-Signalweg in den Tumorproben verstarkt aktiviert, der JNK
Signalweg hingegen supprimiert ist. Passend dazu zeigen der Wildtyp sowie

Cosmc’- schwache p38 Expressionen und starke SAPK/JNK Expressionen.

Des Weiteren wurde der NF-kB-Signalweg analysiert. NF-kB spielt eine
entscheidende Rolle bei der Entziindungsreaktion und der Immunantwort. In der

Abbildung 32 zeichnet sich deutlich ab, dass die beiden tumorassoziierten
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Genotypen Kras®?P* und Kras®'2P*:Cosmc™ bis auf Phospho-NF-kB eine starke
Expression aller beteiligten Kinasen und Transkriptionsfaktoren zeigen. Da dieser
Signalweg physiologisch im Organismus ablauft und Vorgange auf Zellebene
reguliert, zeigen auch der Wildtyp und Cosmc”- eine schwache Expression dieser
(Hayden & Ghosh, 2008).

Ein alleiniger Ausfall von Cosmc scheint hingegen zu keiner vermehrten Aktivierung
des Signalweges zu fuhren. Im Vergleich zeigen sich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den beiden tumorassoziierten Genotypen, was darauf
schlieBen lasst, dass eine aberrante O-Glykosylierung in diesem Kontext keine

groReren Auswirkungen auf die Aktivierung dieses Signalweges hat.

Ein weiterer Signalweg, welcher an essenziellen Prozessen wie Proliferation,
Uberleben, Angiogenese und Metastasierung beteiligt ist, ist der PI3K/Akt-
Signalweg. Dieser ist in vielen Tumoren verstarkt nachweisbar (Manning & Cantley,
2007). Das Bandenmuster des Wildtyps spiegelt sehr wahrscheinlich den
physiologischen Zustand der Aktivierung dieses Signalweges wider. Pan-Akt
umfasst dabei diverse Akt-Kinasen. Pan-Akt wird in allen Genotypen etwa gleich
stark exprimiert (s. Abb. 33).

In der Zusammenschau weist Kras®?P* bis auf Phospho-PDK1 die starksten
Signale in allen analysierten Proteinen auf. Da Kras®?P* die starkste Phospho-Akt
Expression aufweist, fuhrt dies als negativer Feedbackmechanismus zu einer
erhéhten PTEN Expression, welches Akt im zweiten Schritt inaktiviert. Des Weiteren
zeigt Kras®'?P* die starkste Phospho-GSK3B Expression. Akt inhibiert durch
Phosphorylierung die GSK3B, welche als Regulator des Zellzyklus fungiert.
Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Proliferation der Zelle. Da Kras®?P* das
starkste Phospho-Akt Signal aufweist, passt es der Umstand, dass in Kras®12P'* die
starkste Phospho-GSK3p-Expression (inaktivierte Variante) vorliegt.

Kras®12P/*:Cosmc’-  weist ein &ahnliches, jedoch durchgehend schwacheres
Bandenmuster auf. Es ist davon auszugehen, dass dieser Signalweg in Kras®12b/*
vermehrt aktiviert ist. Phospho-PDK1 zeigt als Induktor von Akt das starkste Signal
in Cosmc”-, wahrend die anderen drei Genotypen nur schwache Signale zeigen.
Daher zeigt Pan-Akt auch sehr wahrscheinlich das starkste Signal in Cosmc™-. Dies
konnte dafursprechen, dass ein alleiniger Cosmc-knockout zu einer vermehrten
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Aktivierung von PI3K/Akt fluhrt. Ansonsten zeigt Cosmc”’ ein &hnliches

Bandenmuster wie der Wildtyp.

Zusammenfassend scheint der Cosmc-knockout bei Kras®2P*:Cosmc’ im
Gegensatz zu einer alleinigen Kras-Mutation zu einer Suppression dieses

Signalweges zu fuhren.

L
3
|

Abbildung 39: Vollstandige Darstellung des PI3K/Akt-Signalweges

(Ersahin et al., 2015)

Betrachtet man jedoch das tatsachliche Ausmald der Interaktionen des PI3K/Akt-
Signalweges wird deutlich, dass eine vollstandige Beurteilung dessen durch unsere

Western-Blot Analysen nicht ganzlich moglich ist.

Als Effektorproteine der Apoptose wurden verschiedene Caspasen via Western Blot
analysiert (s. Abb. 34). Die Initiatorcaspase Caspase 8 wird lediglich in Kras®12P/*
schwach exprimiert. Die anderen Genotypen zeigen hingegen kein Signal. Die
Caspase 12 wird in Kras®2P*:Cosmc”’ am starksten exprimiert, was darauf
schlieRen lasst, dass die uUber die Caspase 12 aktivierte Apoptose-kaskade in
diesem Genotyp vermehrt aktiviert ist. Die Effektor-Caspase 3 wird in Kras®12P/*,
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Kras®?P*:Cosmc” und Cosmc”- sehr stark exprimiert, was fir eine vermehrte
Apoptose im Gewebe spricht. Auch wenn zwischen Kras®?P* und
Kras®12P*;:Cosmc kein deutlicher Unterschied nachweisbar ist, so zeigt Cosmc”,

dass eine Tn-Expression alleine zu einer vermehrten Apoptose fihren kann.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob die Apoptose fir den Untergang der
Tumorzellen oder fur das Absterben physiologischen Gewebes im Sinne einer pro-
onkogenen Entwicklung spricht. In Tumorzellen ist die Apoptose tendenziell eher
verringert, was zu einer vermehrten Proliferation und Progression des Tumors fihrt.
In Studien mit Tumorzelllinien, welche einem Cosmc-knockout unterlagen, konnte
eine verminderte Apoptose-Rate der Tumorzellen (s. Abb. 40) verzeichnet werden
(Hofmann et al., 2015). Da in unseren Versuchen -im Gegensatz zu der genannten
Studie- Gesamtproteinlysate und somit auch normales Gewebe analysiert wurde,
lasst sich vermuten, dass die starken Signale in Kras®12P'* Kras®12P*;:Cosmc”- und

Cosmc™ fiir einen Untergang von gesundem Gewebe stehen.

Ein Beispiel fur Apoptose-vermittelnde Rezeptoren ist die TRAIL (tumor necrosis
factor—related apoptosis inducing ligand) -Rezeptorfamilie. Da die TRAIL-
Rezeptoren O-glykosydische Strukturen enthalten, kann eine veranderte O-
Glykosylierung die Rezeptorfunktion maf3geblich beeinflussen. Wagner et al. haben
in einem Versuch die weitere Modulation des Tn-Antigens in pankreatischen
Tumorzelllinien geblockt, um die Auswirkung einer veranderten O-Glykosylierung
auf die TRAIL-Rezeptoren zu untersuchen. Sie konnten eine verminderte
Sensitivitat der Rezeptoren gegeniber ApolL2, einen potenziellen Liganden der
TRAIL-Rezeptoren, verzeichnen. Folglich wurde die pro-apoptotische Signalgebung
weniger stimuliert und somit ein starkeres Uberleben der Tumorzellen erreicht (K.
W. Wagner et al., 2007). Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine aberrante O-
Glykosylierung tiber den Apoptose-Signalweg zu einem besseren Uberleben und

somit zu einer schnelleren Progression der Tumorzellen flhrt.
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Der Shh (Sonig-Hedgehog) -Signalweg ist durch Beeinflussung des Zellzyklus
maf3geblich an der Embryogenese beteiligt. Ein vermehrt aktivierter Shh-Signalweg
kann in der Embryonalphase zu schweren Fehlbildungen und im Erwachsenenalter
zum Auftreten von Tumoren fuhren (Ingham & McMahon, 2001). Shh bindet an
seinen Rezeptor ,Patched’ und fuhrt Uber eine Hemmung dessen zur Regulation
des Zellzyklus. Honselmann et al. konnten bereits zeigen, dass ein veranderter Shh-
Signalweg eine grolRe Rolle in der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms spielt
(Honselmann et al., 2015; Lauth & Toftgard, 2011).

Die Abbildung 35 zeigte sowohl im Alter von vier Monaten als auch im Alter von
zwolf Monaten eine in etwa gleich starke Expression von Shh der Genotypen WT,
Kras®12P* und Cosmc™ . Kras®'?P*:Cosmc”’- hingegen wies in beiden Altersstufen
schwéachere Signale auf. In diesem Zusammenhang scheint sich ein Cosmc-
knockout nicht malR3geblich auf diesen Signalweg auszuwirken. Es erscheint sogar
so, als wirde sich ein Cosmc-knockout im Tumorkontext eher hemmend auf diesen
Signalweg auswirken. Der Rezeptor Patched wurde im Alter von vier Monaten
lediglich in Kras®'2P*;:Cosmc”’- vermehrt exprimiert. Da Shh tber eine Hemmung
von Patched auf den Zellzyklus wirkt, verwundert es nicht, dass Kras®12P*:Cosmc"-

bei einer geringen Shh-Expression eine starke Patched-Expression aufweist.

94



Obwohl in den Western-Blot-Analysen der Signalwege MapK-, PI3K/Akt-, NF-kB
und Shh keine deutliche Hyperaktivierung in Kras®?P*;:Cosmc” zu verzeichnen
war, zeigten die vorangegangen Untersuchung deutlich, dass Kras®'?P*;Cosmc™-
im Gegensatz zu Kras®2P* zu einer erhthten Proliferation und Progression der
Tumore neigt. Die Ergebnisse der Signalkaskaden-Analysen beruhen entweder auf
einer zufalligen Momentaufnahme, oder diese Signalkaskaden sind nicht
mafgeblich an der Auswirkung eines Cosmc-knockouts beteiligt. Dartiber hinaus
sind wie in Abbildung 39 gezeigt deutlich mehr Proteine an diesen Vorgangen
beteiligt, als wir in unseren Western Blot Analysen abdecken konnten. Es existieren
zahlreiche weitere Signalwege, welche im Rahmen der Karzinogenese von

immenser Bedeutung sind und Gegenstand weiterer Studien sein kdnnten.

Die Prognose einer Tumorerkrankung héngt malgeblich von der
Metastasierungstendenz eines Tumors ab. Es existiert ein Prozess, bei dem
ortstandige Zellen die Fahigkeit zur Migration erlangen. Dieser Vorgang beruht auf
einer Reorganisation des Zytoskeletts und wird ,Epitheliale-Mesenchymale-
Transition' (EMT) genannt. Zur weiteren Analyse der EMT erfolgten Western-Blot
Analysen zwei verschiedener Altersgruppen (s. Abb. 36 und Abb. 37). Im Laufe der
EMT kommt zu einem Verlust von E-Cadherin, wodurch es den Zellen erméglicht
wird sich aus ihrem Zellverband zu 16sen und zu migrieren (Aigner et al., 2007).
Thomas et al konnten in Zelllinien mit einem Cosmc-knockout eine erhohte EMT
verzeichnen. Interessant war der Umstand, dass eine Re-Aktivierung des Cosmc-
Gens zu einer MET (mesenchymalen-epithelialen-Transition), also zu einer
Ruckbildung der mesenchymalen Eigenschaften der Zellen fuhrte (Thomas, Sagar,
Caffrey, Grandgenett, & Radhakrishnan, 2019). Im Wildtyp konnte daher das
starkste E-Cadherin Signal beobachtet werden. Kras®12P* zeigte ein ahnlich starkes
Signal wahrend Kras®'2P*:Cosmc”- ein schwacheres Signal zeigte. Im Alter von
zwolf Monaten lieR sich kein E-Cadherin bei Kras®2P*;:Cosmc’ nachweisen. Im
Rahmen der EMT schien es bei Kras®'?P*;Cosmc” progredient zu einem E-
Cadherin-Verlust gekommen zu sein. Diese Beobachtung deckt sich mit dem
Nachweis einer schnelleren Progression und dem erhdhten Potential zur
Metastasierung, welches mit dem Alter steigt. Cosmc” schien nahezu kein E-

Cadherin zu exprimieren. Dies veranschaulicht, dass eine verdnderte O-
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Glykosylierung auch ohne eine Tumorassoziation zu einer Umwandlung der

Zelleigenschaften im Sinne einer erhéhten Migrationsrate fihren kann.

B-Catenin stellt die Verbindung zwischen dem Aktin des Zytoskeletts und den
Cadherinen her und ist im Tumorkontext erhdht. B-Catenin fuhrt Uber Induktion der
entsprechenden Transkriptionsfaktoren zu einer Suppression von E-Cadherin, was
wiederum die EMT begiinstigt (Celen et al., 2015). Sowohl Kras®2®* als auch
Kras®12P'*;:Cosmc”- wiesen als tumorassoziierte Genotypen die starksten Signale
auf, wobei Kras®?P*;:Cosmc™ das starkste Signal zeigt. Dies spricht fur eine
vermehrte EMT als Zeichen eines erhdohten Metastasierungspotenzials bei
Kras®12P*:Cosmc™. Eine schwache Expression zeigte sich im Wildtyp, welche
wahrscheinlich als physiologisches Vorkommen dessen betrachtet werden kann.
Cosmc™ zeigte hingegen keine B-Catenin Expression. Auffallig ist, dass im Alter von
zwolf Monaten die B-Catenin Expression der anderen drei Genotypen ricklaufig

war.

Vimentin ist ein mesenchymales Filament und im Rahmen der EMT vermehrt
nachweisbar (Gonzalez & Medici, 2014). Kras®?P*:Cosmc™ zeigte bereits mit vier
Monaten eine deutliche Expression von Vimentin, wahrend die restlichen drei
Genotypen keine Vimentin Expression aufwiesen. Im Alter von zw6lf Monaten
exprimierte Kras®2P* ebenfalls Vimentin. Dieser Umstand zeigt erneut, dass
Kras®12P/*:Cosmc”’- bereits in friheren Stadien als Kras®?P* pro-onkogene

Eigenschaften erlangt.

Die Transkriptionsfaktoren Slug, Snail und ZEB1 gelten als Regulatoren der EMT
und fuhren Uber die Suppression von E-Cadherin zum Verlust der Zelladh&sion
(Aigner et al, 2007). Alle drei Transkriptionsfaktoren wurden in den
tumorassoziierten Genotypen in beiden Altersstufen etwa gleich stark exprimiert.
Auf Transkiptionsebene scheint sich bzgl. dieser Transkriptionsfaktoren keine

Auswirkung eines Cosmc-knockouts zu manifestieren.

Erganzend zu den Western-Blot Analysen wurde eine immunhistochemische
Farbung mittels eines Anti-Vimentin-Antikdrpers durchgefiihrt (s. Abb. 38). Anhand
der Immunhistochemie zeigte sich, dass Vimentin insbesondere in Bereichen
exprimiert wird, in denen Umbauprozesse als Zeichen einer malignen Entartung

stattfinden. So zeigte sich in beiden Genotypen eine deutliche Rotfarbung des
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Stromas, rund um die Azini und Ductus. Wahrend die Farbung bei Kras®2P* mit
dem Alter leicht zunahm, wies Kras®?P"*;Cosmc”’- analog zu den Western Blots von
Anfang an eine vermehrte Vimentin Expression auf, welche mit zunehmenden Alter

jedoch stagnierte.

Zusammenfassend fuhrt ein Cosmc-knockout im Tumorkontext zu einer

gesteigerten EMT und entsprechend zu einer erhdhten Metastasierungsfahigkeit.

Generell muss bedacht werden, dass unsere altesten Tiere etwa 20 Monate alt
waren, eine Maus jedoch bis zu drei Jahre alt werden kann. Die endguiltigen
Langzeiteffekte einer aberranten O-Glykosylierung auf das Pankreaskarzinom sind
daher nicht vollends geklart und bieten Raum fur weitere Studien. Des Weiteren ist
die Interaktion zwischen dem Immunsystem und dem Tumor von immenser

Bedeutung und bedarf ebenfalls weiterer, differenzierter Forschungen.

Unsere Hypothese besagte, dass eine veranderte O-Glykosylierung zu einem
bdsartigeren Phanotyp des Pankreaskarzinoms fihren wirde. Wir vermuteten, dass
es durch einen Cosmc-knockout zu einer gesteigerten Proliferation, schnelleren
Progression sowie zu einer gesteigerten Invasion und Metastasierung kommen
wirde. Wir konnten eine schnellere GréRenzunahme sowie eine gesteigerte
Fibrosierung als Zeichen einer erhdhten Proliferation der Tumore von
Kras®12P'*:Cosmc”- verzeichnen. Die histopathologischen Analysen von
Kras®12P'*:Cosmc”- zeigten zudem eine deutliche schnellere Progression von
Vorgangerlasionen des PDACs zu manifesten Karzinomen. Des Weiteren konnte
eine gesteigerte EMT als Zeichen einer erhdhten Metastasierungstendenz sowie
Veranderungen  verschiedener  Signalkaskaden  nachgewiesen  werden.
Zusammenfassend bestatigten sich unsere Hypothesen: Eine durch einen Cosmc-
knockout induzierte Tn-Expression fihrt bei dem duktalen Adenokarzinom des
Pankreas zu einem bdsartigeren, invasiveren Phanotypen, welcher eine schnellere

Progression, Wachstum sowie erhéhte Metastasierungstendenz aufweist.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden die Auswirkungen einer aberranten O-Glykosylierung
infolge eines Cosmc-knockouts auf die Proliferation, Progression und Fahigkeit zur
Metastasierung des duktalen Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) in vivo gezeigt.
Dafur wurden Western-Blot Analysen, histopathologische Auswertungen sowie
immunhistochemische Farbungen der Pankreata der Mauslinien: Kras®?2b/*
Kras®12P*:Cosmc”-, und Cosmc”-mit wildtypischen Mauslinien verglichen. Im Fokus
standen dabei die beiden tumorassoziierten Genotypen Kras®?P*:Cosmc”’ und
Kras®12P/*  KrasC®12P'*:Cosmc’- wies deutlich schwerere sowie hyperplasierte und
narbig durchzogene Organe auf. Histopathologisch zeigten sich deutlich mehr
Vorlauferlasionen sowie manifeste Karzinome als in der gleichen Altersgruppe der
Kras®12P* Tiere. Auch mikroskopisch konnte in der HE-Farbung bereits im jungen
Alter ein deutlicher, desmoplastischer Umbau mit Verdrangung der physiologischen
Azini sowie eine Hyperplasie der Ductus verzeichnet werden. Passend dazu
imponierte in der Ki-67 Farbung eine gesteigerte Proliferationsrate in

Kras®12bi+:Cosmc™.

Durch die Gegenuberstellung von Western-Blot  Analysen und
immunhistochemischen Farbungen erfolgte der Nachweis einer physiologischen
sowie differentiellen O-Glykosylierung. Nach Fraktionierung des Gewebes in
Zytosol, Zellkerne sowie Membranen, zeigte sich eine recht gleichmaRige
Verteilung der Tn Expression in Kras®?P*;Cosmc™. In einer Masson-Goldner-
Trichom-Farbung konnte, gestutzt durch Ergebnisse der a-SMA Farbung, eine
starke Zunahme der Fibrosierung des Pankreasgewebes in Kras®2P*:Cosmc

nachgewiesen werden.

Die Analysen einzelner Signalkaskaden ergaben kein eindeutiges Ergebnis, wiesen
jedoch deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen auf und

zeigten vermehrt pro-onkogene Tendenzen bei Kras®?®*;Cosmc™.

Eindrucklich war der Nachweis einer erhdhten EMT (Epithelialen-Mesenchymalen-
Transition), als Zeichen einer gesteigerten Metastasierungstendenz in

Kras®12b/*:Cosmc™.
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6. Summary

This study shows the effect of an aberrant O-glycosylation caused by a Cosmc-
knockout on proliferation, progression and metastasis in ductal adenocarcino of the
pancreas (PDAC) in vivo. For this purpose, the pancreata of the mouse lines:
Kras®1?Pi* Kras®?P*:Cosmc”, und Cosmc’ were compared with wild-typical
mouse lines in Western-Blots analysis and immunohistochemical staining. The main
focus was on the two tumor-associated genotypes Kras®'2®* and Kras®'2P'*;Cosmc
l-. Kras®2P*:Cosmc™- exhibited significantly heavier organs as well as hyplasia and
scarring. Histopathologically, there were significantly more precursor lesions and
manifest carcinomas than in the same age group of Kras®?P* animals. Even
microscopically, a clear desmoplastic transformation with displacement of
physiological azini and hyperplasia of the ductus could be observed in the HE
staining at a young age. Correspondingly, a Ki-67 stain showed an increased rate

of proliferation in Kras®2P’*;:Cosmc™.

Physiological O-glycosylation was demonstrated in comparison with aberrant O-
Glycosylation by different Western-Blots and Staining. After fractionation of the
tissue into cytosol, cell nuclei and membranes, a fairly even distribution of the Tn
expression in Kras®?P*;:Cosmc”’ was observed. In a Masson-Goldner-Trichom
staining, supported by a a-SMA staining, a strong increase of tissue-fibrosation in

Kras®12b/+-:Cosmc’ was detected.

Analysis of different signaling-pathways did not yield a clear result, but showed
obvious differences between the genotypes and revealed increased oncogenic
tendencies of Kras®?P*:Cosmc”. The evidence of an increased epithelial-
mesenchymal-transition (EMT) as a sign of an elevated metastatic tendency in

Kras®12P*:Cosmc” was impressive.
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Krebszelllinien mit und ohne Cosmc-knockout
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