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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Pankreaskarzinom ist eine der aggressivsten Tumorerkrankungen und die
vierthaufigste Krebstodesursache in den westlichen Landern. Wegen seiner hohen
Letalitat durch spates Auftreten von Symptomen sind innovative und zielgerichtete
Therapien notwendig. Hierbei konnte die Inhibierung der Parakaspase mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma translocation Protein 1 (MALT1) und die daraus
folgende verminderte Translokation des Protoonkogens c-Rel in den Zellkern eine
Bedeutung haben. Nachweislich spielt c-Rel eine wichtige Rolle in der Proliferation und
Antiapoptose von Zellen und somit auch fur die Entstehung von lymphogenen und
soliden Tumoren wie dem Pankreaskarzinom. In Studien mit B-Zellen konnte gezeigt
werden, dass die BCR-vermittelte Translokation von c-Rel in den Zellkern von MALT1
induziert wird.

Das Ziel dieser Arbeit ist es den Zusammenhang zwischen c-Rel und MALT1 auch im
Umkehrschluss aufzuzeigen: Transloziert weniger c-Rel in den Zellkern, wenn MALT1
gehemmt ist?

AuRerdem soll in dieser Arbeit die Wirksamkeit der MALT1-inhibierenden
Medikamente Mepazin und Biperiden fur das Pankreaskarzinom untersucht werden.
Insbesondere vor dem Hintergrund der haufigen Resistenz der Pankreastumoren
gegen Chemotherapeutika werden die Versuche zusatzlich an einer Gemcitabin
resistenten Zelllinie durchgefuhrt.

Der vereinfachte c-Rel Signalweg und das experimentelle Konzept dieser Arbeit sind
in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1:  Vereinfachte Darstellung des c-Rel Signalweges und experimentelles Konzept




2 Einleitung

2.1 Das Pankreas - Anatomie, Funktion und Histologie

Die Bauchspeicheldruse (Pankreas) wurde vermutlich erstmals beschrieben zwischen
335 und 280 vor Christus von dem griechischen Chirurgen und Anatom Herophilus,
auch bezeichnet als ,Vater der Anatomie® (Howard u. Hess, 2012). Das Pankreas liegt
sekundar retroperitoneal im mittleren Oberbauch zwischen dem Magen und den
groBRen BauchgefalRen auf der Hohe des ersten und zweiten Lendenwirbels und
besteht aus drei Teilen. Der Kopf (Caput pancreatis) liegt direkt am Pars descendens
des Duodenums und geht in den Korper (Corpus pancreatis) Uber, der Schwanz
(Cauda pancreatis) liegt vor der linken Niere und endet am Milzhilus (Lippert, 2011;
Paulsen u. Waschke, 2010).

Es hat sowohl exokrine als auch endokrine Drusenanteile, wobei der exokrine Teil
mittels der acinaren Drisenendsticke Verdauungsenzyme produziert, die dann Uber
den Ductus pancreaticus (D. Wirsungianus) zusammen mit dem Ductus choledochus
im Bereich der Papilla vateri in das Darmlumen abgegeben werden und dort
Nahrungsbestandteile wie Kohlenhydrate, Lipide und Proteine aufspalten. Besonders
im Schwanzteil des Pankreas befinden sich die sogenannten Langerhans-Inseln, diese
bilden den endokrinen Anteil. Unter anderem werden die fur die Regulierung des
Blutzuckerspiegels essentiellen Hormone Glucagon und Insulin hier gebildet (Paulsen
u. Waschke, 2010).
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Abbildung 2:  A) Darstellung des Pankreas und der umliegenden Strukturen B) Histologische Darstellung des
Pankreas
Quelle: (Paulsen u. Waschke, 2010)



2.2 Das Pankreaskarzinom

2.2.1 Epidemiologie

Im Jahre 2012 verstarben 16.120 Menschen in Deutschland und ca. 330.000
Menschen weltweit an einem Pankreaskarzinom (Caspritz et al., 2015; Haberland et
al.,, 2012). Patienten mit Pankreaskarzinom zeigen im frihen Stadium oft nur
unspezifische, haufig aber auch gar keine Symptome, daher wird es meist erst in
spaten Stadien diagnostiziert und kann dann nur noch palliativ behandelt werden. Laut
Robert Koch Institut ist es die vierthaufigste Krebstodesursache in Deutschland. Auch
das Verhaltnis von Inzidenz zu Mortalitat (im Jahr 2012 16.700 zu 16.120) dieser
Tumorentitat sprechen fir seine hohe Letalitat. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung
3 dargestellt. Die absolute fiinf-Jahres-Uberlebensrate beim Pankreaskarzinom lag in
Deutschland 2012 fur Manner bei 8 % und fur Frauen bei 9 % (Caspritz et al., 2015).
Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter fur Manner bei 71 Jahren und fur Frauen bei
75 Jahren. Es handelt sich also um eine Tumorerkrankung, die erst im
fortgeschrittenen Alter auftritt. Caspritz et al. (2015) gehen davon aus, dass im Zuge
der steigenden Lebenserwartung mit einem Anstieg von Inzidenz und Mortalitat dieser
Erkrankung zu rechnen ist.
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Abbildung 3:  Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefélle, nach Geschlecht. Deutschland 1999-2012
Quelle: (Caspritz et al., 2015)



2.2.2 Risikofaktoren

Ein gesicherter Risikofaktor fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms ist der
Tabakkonsum. Laut Schulte (2013) verdoppelt sich hierdurch das Risiko ein
Pankreaskarzinom zu entwickeln, wobei bereits Passivrauchen die Tumorentstehung
beglnstigt. Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und chronische Pankreatitis sind
ebenfalls als Risikofaktoren bekannt. Laut Schulte (2013) scheint das Risiko bei
Patienten mit hereditéarer Pankreatitis sogar 70-fach erhoht, was einem
Lebenszeitrisiko von 40-55% entspricht.

Auch ein vermehrter Genuss von Alkohol erhéht das Erkrankungsrisiko um 22%
(Schulte, 2013). Als weitere Risikofaktoren gelten der haufige Verzehr von
verarbeiteten Fleischwaren sowie der von geraucherten oder gegrillten Speisen. Auch
genetische Faktoren sind als pradisponierend anerkannt, das heif3t, Verwandte ersten
Grades von Patienten mit einem Pankreaskarzinom haben ein erhdhtes Risiko
ebenfalls zu erkranken, wobei hier noch unklar ist, ob gemeinsame Erbanlagen oder
ein gemeinsamer Lebensstil dafur verantwortlich sind (Caspritz et al., 2015).

Weitere genetisch bedingte Erkrankungen, wie das hereditare nicht-polypdse
Kolonkarzinom (HNPCC), das Louis-Bar-Syndrom (Ataxia teleangiectatica), das
Peutz-Jeghers Syndrom und der familidre Brustkrebs konnen die Entstehung des
Pankreaskarzinoms begunstigen (Herold, 2013).

Maoglicherweise spielt auch der Kontakt mit Pestiziden, Herbiziden und Fungiziden eine
Rolle und auch die Exposition gegenuber chlorierten Kohlenwasserstoffen, Chrom und
Chromverbindungen und Kraftstoffdampfen kann das Erkrankungsrisiko erhdhen
(Caspritz et al., 2015).

2.2.3 Therapie

Eine radikale Tumorresektion (RO) mit anschliellender adjuvanter Chemotherapie,
zum Beispiel mit Gemcitabin, bietet den Betroffenen nach aktueller Studienlage die
beste Prognose. Allerdings ist sie aufgrund des meist fortgeschrittenen

Tumorwachstums nur bei 15% der Patienten Uberhaupt mdglich (Herold, 2013).



FUr die primar nicht operablen Falle wird eine neoadjuvante Radiochemotherapie
empfohlen, um den Tumor zu verkleinern und so eine chirurgische Entfernung zu
ermoglichen. Bei Inoperabilitat oder Metastasierung ist nur noch eine palliative
Therapie moglich (Herold, 2013).

Aber nicht nur die TumorgroRRe stellt ein Problem in der Therapie des Pankreas-
karzinoms dar, sondern auch die Tatsache, dass viele dieser Tumoren resistent
gegenuber Gemcitabin sind (Akada et al., 2005; Fryer et al., 2011). Derzeit gibt es
viele Studien, in denen versucht wird die therapeutische Wirksamkeit von Gemcitabin
zu verbessern. In diesem Zusammenhang wurden bereits zahlreiche randomisierte
Studien durchgefuhrt, wo die Wirksamkeit von Gemcitabin in der Kombination mit
einem zweiten zytotoxisch wirkenden Medikament getestet wurde.

Die Kombinationspartner waren Plantinanaloga, Flouropyrimidin, Topoisomerase-
blocker und Folsaureantagonisten. Wahrend sich in manchen Studien durch die
Kombinationstherapie eine Verbesserung in der objektiven Ansprechrate und in dem
progessionsfreien Survival zeigte, blieben die meisten Studien in Bezug auf eine
verlangerte Lebenszeit ohne statistische Signifikanz (Geismann et al., 2014;
Heinemann et al., 2008).

Trotz des medizinischen Fortschritts liegt das flinf-Jahres-Uberleben bei Patienten mit
therapiertem Pankreaskarzinom weltweit bei ca. 5% (Hidalgo, 2010).

2.2.4 Tumorwachstum

Die meisten Pankreaskarzinome gehen vom Gewebe des exokrinen Pankreas aus und
werden als pankreatische duktale Adenokarzinome (PDAC) bezeichnet (Herold,
2013). Pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN) sind die nichtinvasiven
Vorstufen aus denen das PDAC entstehen kann. Es gibt drei PanIN-Grade, wobei
PanIN | noch in A und B unterteilt wird. PanIN IA und IB sowie PanIN |l haben kaum
bzw. nur gering malignes Potential. Diese Art der Lasionen ist auch im pankreatischen
Normalgewebe zu finden. Von PanlIN Ill, welche in Abbildung 4A dargestellt ist, geht
jedoch ein erhdhtes Entartungsrisiko aus (Biankin et al., 2003; Goeppert u. Bergmann,
2015; Hruban et al., 2004).

Das PDAC befindet sich bei 75% der Betroffenen am Pankreaskopf, bei 15-20% am
Korpus und bei 5-10% am Pankreasschwanz (Sahora et al., 2008), die gesamte
Bauchspeicheldruse ist in 5-15% der Falle betroffen.



Eine frihe lymphatische und hamatogene Metastasierung ist vermehrt in Leber,
regionaren Lymphknoten und Lunge zu finden (Herold, 2013; Lohr et al., 2003), bei
75% der resezierten PDAC zeigen sich Lymphknotenmetastasen (Goeppert u.
Bergmann, 2015). Auch angrenzendes Fettgewebe, Duodenalwand, distale
Gallengange und Gefalie sind oft infiltriert (Goeppert u. Bergmann, 2015; Lohr et al.,
2003). Es zeigt sich also ein organuberschreitendes Tumorwachstum (Esposito et al.,
2008).

Makroskopisch erscheinen PDAC als derbe, unscharf begrenzte Tumoren mit weil3-
gelblicher Schnittflache, meist ohne ausgepragte Nekrosen.

Weitere, seltenere Erscheinungsformen des Pankreaskarzinoms sind Azinuszell-

karzinome und neuroendokrine Tumore (Seufferlein et al., 2012).

2.2.5 Histologie

Abbildung 4:  Histomorphologie von Pankreaskarzinomvorstufen und PDAC. A) PanIN Ill. B) PDAC mit
unregelmafig angeordneten atypischen Epithelien innerhalb desmoplastischen Stromas.
C) Nervenscheideninfiltration eines PDAC.
Quelle: (Goeppert u. Bergmann, 2015)

Ein Groldteil der pankreatischen duktalen Adenokarzinome ist zunachst noch
vergleichsweise gut bis maRig differenziert. Diese Tumoren wachsen glandular und

produzieren viel Muzin.



Je weiter die Erkrankung fortgeschritten ist, desto mehr histologisch atypische, wenig
differenzierte Drusenstrukturen mit abnehmender Sekretbildung sind im Praparat zu
finden. Auffallig bei dieser Tumorart ist vor allem auch eine starke desmoplastische
Stromareaktion, die mit der Bildung von fibrotischem Gewebe einhergeht (Gilbert u.
Mishra, 2006; Lohr et al., 2003).

Ebenfalls charakteristisch ist der mikroskopische Nachweis einer Nervenscheiden-
infiltration, die oft weit jenseits der eigentlichen Tumormasse einen wesentlichen
Faktor der lokalen Tumorausbreitung darstellt. Die desmoplastische Stromareaktion
und die Nervenscheideninfiltration sind in Abbildung 4B beziehungsweise Abbildung
4C gezeigt. Es finden sich aullerdem haufig tumordése Lymphspalten- oder
Blutgefalieinbriche. (Goeppert u. Bergmann, 2015).

2.2.6 Klassifikation und Einteilung in Tumorgrade

Die Klassifikation der Tumorausdehnung erfolgt nach TNM-Stadien gemal Union
Internationale Contre le Cancer (UICC). Grundlage dafur ist die Primartumor-
ausbreitung, der regionale Lymphknotenstatus und das Vorhandensein von Fern-
metasten. Anhand dieser Klassifikation Iasst sich der Tumor in verschiedene Stadien
gruppieren (Tabelle 1 und Tabelle 2).

Zur Einteilung in drei festgelegte Tumorgrade wird die glandulare Differenzierung, die
Muzinproduktion, die Anzahl an Mitosen und die Kernveranderungen berucksichtigt
(siehe Tabelle 3) (Luttges et al., 2000).

Die Klassifikation und die Einteilung in Tumorgrade ermdglichen prognostische

Aussagen und unterstutzen Entscheidungen uber weitere Behandlungsregimes.



Tabelle 1: TNM-Klassifikation flr Pankreaskarzinome (UICC, 2017)

Primartumorausbreitung

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fur Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Tumor 2 cm oder weniger in gréfiter Ausdehnung
T T1a Tumor 0,5 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung
T1b Tumor mehr als 0,5 cm aber nicht mehr als 1 cm in grof3ter Ausdehnung
T1c Tumor mehr als 1 cm aber nicht mehr als 2 cm in gréoRter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 2 cm aber weniger als 4 cm in grofRter Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 4 cm in grof3ter Ausdehnung
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus, Arteria mesenterica superior und/oder A. hepatica

communis

Regiondre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach der Union Internationale Contre le Cancer (UICC, 2017)

UICC Stadium TNM-Klassifikation
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
T1 N1 MO
Stadium I1IB T2 N1 MO
T3 N1 MO
T N2 MO
. T2 N2 MO
Stadium I T3 N2 MO
T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Tabelle 3: Histopathologisches Grading des duktalen Adenokarzinoms basierend auf dem WHO System.

Quelle: Frei Ubersetzt nach Littges et al. (2000)

Tumorarad Glandulare- Muzin Mitosen pro | Kern-
9 differenzierung Produktion 10 HPF veranderungen
. . . . wenig Polymorphie,
1 gut differenziert intensiv <5 Zellpolaritit erhalten
maRig differenzierte
2 gangahnliche Strukturen ungleichmaRig 6-10 maRig Polymorphie
und tubuldre Drisen
weﬂmg differenzierte deutliche
Drusen, . .
3 . . abortiv >10 Polymorphie und
mukoepidermoide und Kermnverardierun
pleomorphe Strukturen 9 9




2.2.7 Diagnostik und Tumormarker

Eine Diagnosestellung des Pankreaskarzinoms ist aufgrund uncharakteristischer bzw.
fehlender Symptombildung sowie einer hohen Unspezifitdt der zur Verfugung
stehenden Tumormarker sehr schwierig.

Als Zufallsbefund oder im fortgeschrittenen Stadium kdnnen Pankreaskarzinome
durch bildgebende Verfahren nachgewiesen werden. Geeignete Methoden zur
Beurteilung der Tumorausbreitung und Bestimmung des Metastasierungsstatus sind
Multidetektor-Computertomographie und Magnetresonanztomographie (Sahora et al.,
2008).

Das Carbohydrate Antigen 19-9 (CA 19-9) ist klinisch derzeit der gelaufigste
Tumormarker, allerdings ist er nicht spezifisch fur das Pankreaskarzinom, denn auch
benigne Erkrankungen und andere Neoplasien des Gastrointestinaltraktes kdnnen zu
erhohten Werten fuhren. AuRerdem bilden ca. 5% der Bevdlkerung, aufgrund eines
fehlenden Gens kein CA 19-9 (Lohr et al., 2003; Sahora et al., 2008; Seufferlein et al.,
2012). Zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs wird das CA 19-9 jedoch wiederholt
bestimmt (Muller, 2014/15).

2.2.8 Pathogenese

Wie in 2.2.2 aufgefuhrt reagiert das Pankreas empfindlich auf Karzinogene und DNA-
wirksame Substanzen, was zu Genmutationen flihren kann, welche dann die
Tumorentstehung begunstigen (Li et al., 2004).

In einigen Studien zur Tumorgenese des Pankreaskarzinoms konnte gezeigt werden,
dass viele Mitglieder der Protoonkogen-Familie wie z.B. Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren im Pankreaskarzinom uberexprimiert werden. Hierzu gehdren zum
Beispiel epidermale Wachstumsfaktoren (EGF), Endothel-Wachstumsfaktoren
(VEGF) und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) aber auch Zytokine, wie
transformierende Wachstumsfaktoren (TGF), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6),
Tumornekrose-faktor-a (TNF-a) und Interleukin-8 (IL-8) (Korc, 1998; Li et al., 2004).
Die Erh6hung der Anzahl an Wachstumsfaktoren und die Stérung der tumorsuppressiv
wirkenden Faktoren flhrt zu einer Umgehung der Apoptose und dadurch zu weiterem

Wachstum, Angiogenese und Entstehung von Metastasen (Li et al., 2004).
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Bei Untersuchungen zur Regulierung von VEGF konnte gezeigt werden, dass eine
Hypoxie, welche haufig im Gewebe solider Tumoren besteht, die Expression dieses
Wachstumsfaktors hochreguliert (Korc, 1998).

Shi et al. (2001) und Mukaida et al. (1994) haben nachgewiesen, dass der niedrige
extrazellulare pH-Wert in der Umgebung von Tumoren, insbesondere in nekrotischen
Arealen, unter anderem zu einer Aktivierung von Aktivatorprotein-1 (AP-1) und nuclear
factor of kappa light chain gene enhancer in B-Zellen (NF-kB) fuhrt.

2.3 Nuclear Factor-kB

Die NF-kB-Proteine sind Transkriptionsfaktoren und spielen eine Schlisselrolle in der
Organisation der schnell induzierbaren Genregulation (Messer u. Rupec, 2001). Sie
sind besonders involviert in der adaptiven und angeborenen Immunantwort bei
Infektionen und Entziindungsprozessen.

Aullerdem beeinflussen sie die Steuerung der Zellproliferation und des
programmierten Zelltodes (Hayden et al., 2006). Eine vermehrte Aktivitat der NF-kB-
Proteine kann zu chronischen Entzindungen, Autoimmunerkrankungen, Immun-
defizienz und Karzinogenese fuhren (Ghosh u. Hayden, 2008).

NF-kB besteht aus zwei Subfamilien, der Rel Subfamilie (c-Rel, RelB und RelA (p65))
und der NF-kB-Subfamilie (p105 (NF-kB1) und p100 (NF-kB2), welche Vorstufen von
p50 und p52 sind) (Gilmore, 2006). Aus den 5 Untereinheiten: p50, p52, RelA (p65),
RelB und c-Rel kdnnen 12 unterschiedliche Homo- und Heterodimere gebildet werden.
Am N-Terminus dieser Proteine befindet sich jeweils eine hochkonservierte DNA-
Bindungsdoméane, diese wird Rel-Homologie Domane (RHD) genannt. Neben der
DNA-Bindung ist die RHD fir die Dimerisierung und nukleadre Lokalisierung
verantwortlich. Die Rel Proteine besitzen an ihrem C-Terminus eine Transkriptions-
aktivierungs-Domane (TAD), welche die Aktivierung der Zielgenexpression vermittelt
(Baeuerle u. Henkel, 1994; Chen u. Ghosh, 1999; Gilmore, 2006; Nagel, 2014).
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2.3.1 Mechanismen der NF-kB Aktivierung

Die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren wird durch inflammatorische Zytokine und nach
Aktivierung von Antigenrezeptoren induziert (Ghosh u. Hayden, 2008; Nagel, 2014).
Es gibt zwei Signalwege, den klassischen und den alternativen, welche die Liganden-
vermittelte Stimulation membranstandiger Rezeptoren im Rahmen von Immun-
reaktionen anstof3en (Bonizzi u. Karin, 2004; Hayden et al., 2006). Die jeweils an den
Signalwegen beteiligten NF-kB-Dimere setzten sich dabei aus unterschiedlichen
Untereinheiten zusammen. Beim klassischen Signalweg, welcher schematisch in
Abbildung 5A dargestellt ist, befinden sich die NF-kB-Dimere durch Bindung an
inhibitorische Proteine der Inhibitor of NF-kB (IkB) -Familie in einem inaktiven Zustand
(Nagel, 2014).

Wenn ein Ligand nun einen Oberflachenrezeptor (z.B. Tumornekrosefaktor-Rezeptor
(TNF-R) oder Toll-ahnlicher Rezeptor (TLR)) aktiviert, werden Adapterproteine (z.B B-
CLL/Lymphom-10 (Bcl-10) und Kaspase-Rekrutierungs-Domane 11 (CARD11)) an der
zytoplasmatischen Seite des Rezeptors rekrutiert. Diese Proteine aktivieren den kB
Kinase (IKK) -Komplex, welcher aus den katalytisch aktiven IKKa und -B Proteinen
sowie dem regulatorischen IKKy Protein, auch bezeichnet als NF-kB essential
modulator (NEMO), besteht.

Der IKK-Komplex phosphoryliert IkB, dies hat eine Ubiquitinylierung zur Folge, die die
Proteine flir die proteasomale Degradierung markiert. Die nun aktivierten NF-kB-
Untereinheiten translozieren anschlieend in den Zellkern und binden dort an
spezifische DNA-Bindungsstellen, sogenannte ,kB-sites® und aktivieren die
Genexpression (siehe Abbildung 5A) (Gilmore et al., 2004).
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Abbildung 5: NF-kB Signalwege. A) Klassischer Signalweg. NEMO (IKKy), Phosphorylierung (P), rote
Fragmente: degradiertes |kB. B) Alternativer Signalweg. NF-kB-induzierende Kinase (NIK);
Phosphorylierung (P)

Quelle: Frei Ubersetzt nach Gilmore (2006)

Bei dem alternativen Signalweg, dargestellt in Abbildung 5B, fuhrt die
Rezeptoraktivierung ebenfalls zur Rekrutierung von Adapterproteinen an der
zytoplasmatischen Seite des Rezeptors. Dies fuhrt zu einer Aktivierung der NF-kB-
induzierenden Kinase (NIK), woraufhin der IKK-Komplex, welcher in diesem Fall aus
zwei IKKa-Untereinheiten besteht, phosphoryliert und dadurch aktiviert wird.

Der IKK Komplex seinerseits phosphoryliert anschlieBend die C-terminale IkB-
Domane des p100 (NFkB2) und fuhrt zu dessen partialen Proteolyse und damit zur
aktiven Untereinheit p52. Nun kann der p52/RelB-Komplex in den Nukleus
translozieren, an die kB-Sites binden und wie beim klassischen Signalweg ebenfalls

die Genexpression aktivieren (Gilmore, 20006).
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2.3.2 Die c-Rel Subfamilie

C-Rel wird codiert von dem REL Gen und liegt in den meisten Zellen entweder als
Homo- oder als Heterodimer mit p50 vor, es kann aber auch dimare Verbindungen mit
p65 (RelA) und p100 (NFkB2) eingehen. Studien mit B Zellen zeigen, dass im
klassischen Signalweg vor allem MALT1 die Translokation von c-Rel in den Zellkern
induziert, indem es die IkB Molekule abbaut, die c-Rel inhibieren (Ferch et al., 2007).
Bei Immunreaktionen wie Entzindungen des Zentralen Nerven Systems (ZNS) oder
bakteriellen Infektionen, bewirkt es die Differenzierung von CD4-T-Helfer (Th) -Zellen
in Th1- und Th2-Zellen (Gerondakis et al., 2006; Gilmore u. Gerondakis, 2011). Es
spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Proliferation von B- und T-
Zellen. AuRerdem ist c-Rel an der Entstehung von Immunkrankheiten, wie
rheumatoide Arthritis (Eyre et al., 2010; Gilmore u. Gerondakis, 2011; Gregersen et
al., 2009; Varadé et al., 2011), Zdliakie (Gilmore u. Gerondakis, 2011; Trynka et al.,
2009), Psoriasis (Gilmore u. Gerondakis, 2011; Psoriasis u. Control, 2010), Colitis
ulcerosa (Cho u. Brant, 2011; Gilmore u. Gerondakis, 2011) oder primar
sklerosierende Cholangitis (PSC), beteiligt (Gilmore u. Gerondakis, 2011; Janse et al.,
2011).

In B-Zellen hemmt c-Rel durch die direkte Induktion von Genen einen intrinsischen
,death-pathway®, welcher normalerweise zum kontrollierten Zelltod fuhren wurde,
diese Hemmung jedoch sichert das Uberleben der Zellen. Wenn c-Rel nicht vorhanden
ist, zeigen aktivierte B-Zellen eine erhdhte Apoptose-aktivitat. (Gerondakis et al., 2006;
Gilmore u. Gerondakis, 2011; Grumont et al., 1999; Grumont et al., 1998).

Des Weiteren reguliert c-Rel die Expression von Zytokinen wie IL-2, Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF), Interferon-y (IFN-y), IL-3 und IL-
21 in aktivierten T-Zellen (Banerjee et al., 2008; Gilmore u. Gerondakis, 2011). Es
interagiert mit anderen Transkriptionsfaktoren, Zelltransportproteinen und
Signalproteinen wie Proteinkinasen (z.B Proteinkinase A (PKA), NIK, IKKB) (Gilmore
u. Gerondakis, 2011).
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Darlber hinaus wurde gezeigt, dass c-Rel wichtig ist fir den Transport von bestimmten
Proteinen in den Zellkern. Beispielsweise transportiert es eine alternative Form des
Tumorsuppressorgens p53 in den Zellkern von Kopf- und Halstumorzellen und
kontrolliert dadurch deren Proliferation (Gilmore u. Gerondakis, 2011; King et al.,
2008).

Die Aktivierung der NF-kB-Untereinheiten wird mit einer Reihe von Malignitaten in
Verbindung gebracht, wobei nur c-Rel bei Zellen in Kultur permanent maligne
Veranderungen hervorgerufen hat (Gilmore et al., 2004). C-Rel Zielgene ahneln denen
der anderen NF-kB-Untereinheiten aber manche Gene wie TNF-Rezeptor-assozierter-
Faktor-1 (TRAF1) und Prosurvivalfaktoren der B-CLL/Lymphom-2 (Bcl-2) -Familie wie
Bcl-x. und Bfl-1/A1, scheinen haufiger von c-Rel gebunden zu werden als andere.
Diese Gene sind vor allem involviert in Zellwachstum und -proliferation (Gilmore et al.,
2004).

Eine vereinfachte Darstellung des c-Rel Signalweges findet sich in Abbildung 6.
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Abbildung 6:  Vereinfachte Darstellung des c-Rel Signalweges

In soliden Tumoren lasst sich eine Veranderung am REL Genlokus feststellen. So
wurden Genamplifikationen in circa 10% der metastasierten Bronchialkarzinome
gefunden (Boelens et al., 2009; Gilmore u. Gerondakis, 2011). In vitro Studien zeigen,
dass sich durch die Inhibierung von c-Rel das Wachstum von Bronchialkarzinomen

verlangsamt (Barbie et al., 2009; Gilmore u. Gerondakis, 2011).
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Auch in den Stammzellen des Pankreaskarzinoms scheint c-Rel fur die Unterbindung
der Apoptose verantwortlich zu sein. Kallifatidis et al. haben 2011 in ihrer Studie das
bekannte Chemotherapeutikum Gemcitabin mit Sulforaphan kombiniert und
festgestellt, dass die Sensitivitat der Zellen fur die Tumornekrosefaktor-verwandte
Apoptose-induzierende Liganden (TRAIL) induzierte Apoptose erhdht wurde woraus
dann wieder ein erhohter kontrollierter Zelltod folgte. Dies flhrten sie auf eine
Downregulierung von c-Rel zuruck (Kallifatidis et al., 2011) und schlossen daraus,
dass eine herabgesetzte c-Rel Expression mit einem verminderten Pankreaskarzinom-
zellwachstum einhergeht (Gerondakis et al., 2006; Gilmore u. Gerondakis, 2011;
Grumont et al., 1999; Grumont et al., 1998; Kallifatidis et al., 2011). Geisman et al.
haben sich in ihren Studien ebenfalls intensiv mit der Rolle von c-Rel bei der TRAIL-
induzierten Apoptose beschaftigt und herausgefunden, dass c-Rel ein Mediator fur
einen antiapoptotischen Signalweg ist, der die Zellen des PDACs vor TRAIL-
induzierter Apoptose schutzt (Geismann et al., 2014).

2.4 MALT1 und der CBM-Komplex

Das mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation Protein 1 (MALT1)
wurde erstmals 1999 von Dierlamm et al. in einer wiederkehrenden t(11;18)(g21;921)
Translokation in MALT Lymphomen beschrieben (Dierlamm et al., 1999). Es ist eine
Parakaspase und essentiell fur die Aktivierung von NF-kB downstream von
Zelloberflachenrezeptoren, die Aktivierung von T- und B-Lymphozyten und deren
Proliferation und fur die Produktion von IL-2 (Ferch et al., 2007; Jabara et al., 2013;
Ruefli-Brasse et al., 2003; Uren et al., 2000).

MALT1 bildet einen Komplex mit Bcl-10 und CARD11, dieser wird als CARMA1-Bcl-
10-MALT1 (CBM) -Komplex bezeichnet. CARD11 beinhaltet das Geriustprotein
CARMA1 (CARD-containing MAGUK protein 1) und ist wie Bcl-10 ein Adapterprotein
(Ferch et al., 2007; Fontan u. Melnick, 2013; Ruland et al., 2003; Thome, 2004). Die
Aktivierung des Oberflachenrezeptors hat die Phosphorylierung von CARD11 durch
die Protein Kinase C (PKC) -B zur Folge, was eine Konformationsanderung von
CARMA1 bewirkt und zu einer Bildung von Lipid Raft assoziierten Signalosomen flhrt.

Dies bewirkt eine schnelle Aufstellung des CBM-Komplexes an der Zellmembran.
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Neueren Studien von Shin et al. zufolge ist Notch1 als weiteres GerUstprotein
maldgeblich an der Formierung des CBM-Komplexes beteiligt. Sie haben nach-
gewiesen, dass in Abwesenheit von Notch1, CARMA1 und Bcl-10 keine Verbindung
eingehen und der CBM-Komplex so nicht zustande kommen kann (Shin et al., 2014).
Durch die Formierung des CBM-Komplexes wird der IKK-Komplex aktiviert, der dann,
wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, die Translokation von NF-kB in den Zellkern bewirkt
(Ferch et al., 2007; Rawlings et al., 2006; Su et al., 2002; Thome, 2004). Eine bildliche
Darstellung der Rolle des CBM-Komplexes findet sich in Abbildung 7.
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Abbildung 7: Die Rolle des CBM-Komplexes in der Aktivierung des klassischen NF-kB Signalweges. Die
Aktivierung der Oberflachenrezeptoren, hat die Aktivierung der Proteinkinase C-B (PKC-B) zur
Folge. Dies wiederum fuihrt zur Phosphorylierung und einer Konformationsanderung von CARMA1.
Dies fuhrt zu dem Zusammenschluss von CARMA1, Bcl-10 und MALT1 zum CBM-Komplex. Jetzt
wird wie im Text beschrieben der klassische Signalweg von NF-kB mit NEMO fortgesetzt.
Quelle: Frei Ubersetzt nach Vucic und Dixit (2009)

Nucleus

Genanalysen von Mausen zeigten, dass PKC-B, CARMA1, Bcl-10 und MALTA1
essentiell fur die Differenzierung und Aktivierung von B-Zellen sind (Rawlings et al.,
2006). Einzelne Gendefekte oben genannter Proteine beeinflussen die Entwicklung

von peritonealen B1 B-Zellen und Marginalzonen B-Zellen.
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Studien zufolge kann eine nicht regelhafte Aktivierung des klassischen Signalweges
sogar die Entstehung von Lymphomen begunstigen (Alizadeh et al., 2000; Ferch et al.,
2007; Jost u. Ruland, 2007; Ngo et al., 2006; Shipp et al., 2002), besonders haufig
sind hier chromosomale Translokationen von BCL10 und MALT1 involviert (Ferch et
al., 2007; Isaacson u. Du, 2004).

MALT1 ist zusammen mit Bcl-10 wesentlich fur die Aktivierung von c-Rel und dem
daraus resultierenden B-Zell-Survival verantwortlich. Durch Versuche mit MALT1--
Knockout Mausen wurde gezeigt, dass nach B-Zell Rezeptor (BCR) Stimulierung nur
im Wiltdyp c-Rel-Komplexe induziert werden konnten. In den Zellen ohne MALT1

konnte diese Induktion nicht stattfinden (Ferch et al., 2007).

241 MALT1-Expression in Pankreaskarzinomzellen und in normalem

Pankreasgewebe

Neuesten Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Dr. A. T. El Gammal zufolge zeigte sich
ein vermehrtes Auftreten von MALT1 in den Zellen des PDAC im Vergleich zum
exokrinen Normalgewebe, wo kein MALT1 nachgewiesen wurde. Interessant ist
hierbei, dass nicht die GroRe oder die Metastasenbildung der Tumore beim
Vorkommen von MALT1 eine Rolle gespielt hat, wohl aber die Differenzierung der
Zellen. In einem von dieser Arbeitsgruppe durchgefihrten Assay stellte sich
interessanterweise heraus, dass je geringer der Grad der Differenzierung war, desto

mehr MALT1 wurde festgestellt (Paper eigereicht).

2.4.2 Medikamente zur Inhibierung von MALT1

Zur Inhibierung von MALT1 werden in dieser Arbeit zwei Medikamente verwendet. Das
Phenothiazinderivat Mepazin ist ein bekannter Wirkstoff, der bereits in der Klinik als
Antipsychotikum und Sedativum vor allem bei Patienten mit Schizophrenie eingesetzt
wurde, jedoch wurde es aufgrund von mangelnder Wirksamkeit und der Entdeckung
effektiverer Neuroleptika, in den sechziger Jahren wieder vom Markt genommen
(Klein, 2007).
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Mepazin wurde jedoch in mehreren neueren Studien es als potenter Inhibitor von
MALT1 nachgewiesen (Nagel et al., 2012; Schlauderer et al., 2013).

Diese inhibierende Wirkung von Mepazin auf MALT1 konnten Nagel et al. anhand von
in vivo und in vitro Studien mit aktivierten B Zellen des diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphoms (ABC-DLBCL) nachweisen (Nagel et al., 2012). Phenotiazine wie Mepazin
binden und antagonisieren Adreno- und Muskarinrezeptoren (Dahl et al., 1986).

Das zweite verwendete Medikament ist das Anticholinergikum Biperiden, welches als
Medikament gegen Parkinson schon seit 1952 verwendet wird (Hass u. Klavehn,
1955). Dieses anticholinerge Medikament (Pehl et al.,, 1998) bindet genauso wie
Mepazin an Muskarinrezeptoren (Bolden et al., 1992).

Auf den ersten Blick haben Mepazin und Biperiden keine strukturellen Ahnlichkeiten,
allerdings zeigten christallografische Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Dr. A. T.
El Gammal, dass beide Medikamente ahnliche Affinitaten zur Substrat-Bindungs-
tasche von MALT1 aufweisen.

Biperiden wurde von dieser Arbeitsgruppe zunachst als Antidot fir Mepazin vermutet
und zeigte dann jedoch einen ahnlichen apoptotischen Effekt auf die Zellen des
Pankreaskarzinoms wie Mepazin. Dies zeigte sich im Vergleich beider Substanzen
nach 24-stindiger Inkubation von Pankreaskarzinomzellen, es kam bei beiden
Substanzen zur Ablosung der Zellen aus dem Zellverband und anschliellend zur

Apoptose (Paper eingereicht).

2.5 Laborchemische Methoden

Um die Wirkung der Medikamente auf die Aktivitat von MALT1 zu zeigen wird zunachst
ein in der Arbeitsgruppe etablierter MALT1-Aktivitatsassay durchgefuhrt. Mithilfe
dieses Assays wird die proteolytische Aktivitat von MALT1 gemessen. Um die
Quantitat der Proteine in Zytoplasma und Nukleus getrennt voneinander zu bestimmen
wird eine Kern- und Zytoplasma Fraktionierung durchgefuhrt. Im Anschluss an die
Fraktionierung wird mit Hilfe eines Bicinchoninsaure (BCA) -Tests eine photometrische

Bestimmung der Gesamtproteinmenge vorgenommen.
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Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen in der Kern- und der
Zytoplasmafraktion der Zelle. Dazu werden die Proteine zuerst mittels
diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die hitzedenaturierten
Proteine werden nach ihrem Molekulargewicht getrennt, zur Abschatzung der
Molekulgréfie und dem Fortschreiten der Trennung wird ein Molekulargewichtsmarker
eingesetzt. Darauf folgt der elektrophoretische Transfer der Proteine auf eine
Tragermembran (Blot), spezifische Proteine konnen anschliefend durch

Immundetektion erfasst werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Tabelle 4: verwendete Gerate

Gerat Hersteller

Axio Scope A1 Mikroskop Zeiss

Axiocam MRc Zeiss

Axiovert 40 CFL Mikroskop Zeiss
Gefrierschrank -20°C Liebherr
Gefrierschrank -80°C Panasonic
Kihlschrank 4°C Liebherr

Inkubator Cell 240 Heraeus instruments
Pipetus accu-jet® pro Brandt

Pipetus®

Hirschmann Laborgerate

Rotina 35R Zentrifuge

Hettich Zentrifugen

Zetrifuge 5430 R Eppendorf
Mikrozentrifuge mini spin Eppendorf
Sicherheitswerkbank Klasse 2 Thermo Scientific
Vacuum-Pumpsystem Vacuubrand

ImageQuant LAS 4000 GE Healthcare Life Sciences
ImageQuant LAS 3000 GE Healthcare Life Sciences
Thermoshaker (TS-100) Peqlab

Rotamax 120 Heidolph

Schiittler MS 3 digital IKA

Schittler SSM5 Stuart

Waage TE153S Sartorius

Waage LE225D Sartorius

Zellz&hler (Automated cell counter) TC20™ BioRad

Wasserbad Stoérk Tronic

Blotting Kammer BioRad

Power Pac Universal Electrophoresis BioRad

ELISA Reader (FLUO Star Omega)

BMG Labtech

Inkubator 37°C

Thermo Scientific

Vortexer

IKA
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3.1.2 Software

Tabelle 5: verwendete Medikamente

Software Hersteller
AIDA (Automatic Imaging Data Analysis Raytest
program)
SPSS (Statistical Package for Social IBM
Sciences) (Version 22)
Image Quant TL GE Healthcare Life Sciences
3.1.3 Gebrauchsmaterial
Tabelle 6: verwendete Gebrauchsmaterialien
Gebrauchsmaterial Hersteller
Falcon (15mI-50ml) Greiner Bio-One
Filter Tips Pipettenspitzen (0,1-1000ul) Sarstedt
Serologische Pipette (1-50ml) Sarstedt
Mini Protean® TGX, 10% 10-well comb, 30l BioRad
Mini Protean® TGX, 4-20% 12-well comb, 20l BioRad
Whatman Paper™ Whatman
Nitrozellulose Blotting Membran GE Healthcare Life Sciences
Counting Slides, Dual Chamber for Cell Counter BioRad
Reagier Gefalie (1,5-2ml) Sarstedt
24-Well Platte Thermo scientific
Glas Pasteur Pipetten VWR
Objekttrager Hirschmann
Deckglaser Thermo Scientific
TC 75-Zellkulturflaschen Sarstedt
TC 175-Zellkulturflaschen Sarstedt
96-Well Zellkulturplatte, steril, F-Bottom, mit Deckel | Greiner Bio-One
Greiner 384-well non-binding Platte Sigma Aldrich

Mr. Frosty-Gefrierbehalter

Thermo Scientific

Kryovials

Greiner Bio-One
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3.1.4 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche humane Zelllinien des duktalen
Pankreaskarzinoms untersucht. Hierbei handelte es sich um die kommerziell
erwerbliche Linie Panc-1 (ATCC, Bestellnr.: CRL-1469), welche in Dulbecco's
modifiziertem Adler Medium (DMEM), angereichert mit 1% Penicillin/Streptomycin
(P/S) und 10% Fetal Bovine Serum (FBS) kultiviert wurde. Die zweite untersuchte
Zelllinie war L3.6pl wt, diese entstammte urspruanglich der Pankreaskarzinomzelllinie
COLO 357 und besitzt ein hohes Potential, Lebermetastasen zu bilden (Bruns et al.,
1999). Aus diesen Zellen wurde in den Laboren der Allgemein-, Viszeral- und
Thoraxchirurgie des Universitatsklinikum Eppendorf eine Gemcitabin resistente
Subgruppe selektioniert, welche als L3.6pl Res aufgefuhrt ist (Gungor et al., 2011).
Diese Zellen wachsen in RPMI 1640 Medium ebenfalls angereichert mit 1% P/S, 10%
FBS, und auRerdem mit 2uM Gemcitabin.

3.1.5 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 7: verwendete Zellkulturmedien und Zusatze

Zellkulturmedien und Zusitze Hersteller
RPMI-1640 mit L-Glutamin Sigma Aldrich
Dulbeccos Phosphatgepufferte Kochsalzlésung Gibco
Dulbeccos Modifiziertes Adler Medium (DMEM) Sigma

Fetal Bovine Serum (FBS) Life technologies
Penicillin/Streptomycin Gibco
Trypanblau 4% BioRad
Trypsin-EDTA (0,5%) Gibco

Recovery cell culture Freezing medium Gibco
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3.1.6 Chemikalien

Tabelle 8: verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Blotting grade Blocker BioRad
Dithiothreitol (DTT) Biomol
Natriumlaurylsulfat (SDS) PanReac AppliChem
Trizma® Base Sigma
Glycin Sigma
Methanol J.T. Baker
Ethanol 70% J.T. Baker
Salzsaure (HCI) Carl Roth
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P0O4) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Roth
Paraformaldehyd Pulver Fisher
Aqua dest. Sigma Aldrich
Albumin Standard Thermo Scientific
Bicinchoninsaure Sigma
Kupfer(ll)Sulfat Lésung Sigma
Precision Plus Protein Standard BioRad
Ethanol 70% Histolab
Diamidin Phenylindol (DAPI) Flouroshield Sigma
NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Thermo Fisher Scientific
CHAPS Hydrat Sigma Aldrich
HEPES Dry Powder Sigma Aldrich
Pierce® ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific
Ponceau S Lésung Serva

3.1.7 Antikorper

Tabelle 9: verwendete Antikdrper
Primar Antikorper Hersteller Verdiinnung
c-Rel (C) (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnologies 1:200
Anti MALT1 HPA (Kaninchen) | Sigma 1:500
MALT1 (B-12) (Maus) Santa Cruz Biotechnologies 1:500
Lamin B (M-20) Santa Cruz Biotechnologies 1:200
Anti-beta Actin antibody Abcam 1:5000
GAPDH (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnologies 1:700
Sekundar Antikorper Hersteller Verdiinnung
Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnologies 1:3000
Mouse anti-goat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnologies 1:3000
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3.1.8 Medikamente

Tabelle 10: verwendete Medikamente

Wirkstoff Hersteller
Mepazin hydrochlorid Cabiochem
Biperiden 5mg/ml (WS:Biperidenlactat) Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSQ) 299,5% Sigma Aldrich
Gemcitabin (Gemzar) Lilly

3.2 Puffer und Lésungen

Die meisten der verwendeten Puffer werden in 5x oder 10x Stocksolution hergestellt

und fiir den Verbrauch verdunnt.

10x SDS-Laufpuffer (Western Blot)

30,3g Trizma® Base
1449 Glycin

10g SDS

ad 11 Aqua dest.

10x TBS-T (Western Blot)

60,57g Trizma® Base
87,66 1,5M NaCl
0,05% Tweene 20

ad 11 Aqua dest.

pH 7,4

10x Transferpuffer (Western Blot)

e 288g Glycin
e 60,4g Trizma® Base
e ad 2| Aqua dest.

1x Transferpuffer fur den Gebrauch (Western Blot)

e 100ml 10 x Transferpuffer
e 200ml Methanol
e ad 1l Aqua dest.
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5x Laemmli-Probenpuffer (Western Blot)

31,2ml Trizma® Base 0,5M (pH 6,8)
2,5g SDS (5%)

10ml Glycerin (20%)

2ml B-Mercaptoethanol (40%)
Bromphenolblau

ad 50ml Aqua dest.

Blockierlosung (Western Blot)

e 5g Blotting Grade Blocker
e ad 100 ml TBS-T (Tris-buffered saline with Tween)

Stripping-Lésung (Western Blot)

e 29,22g NaCl
e 29ml 100%ige Essigsaure
e ad1l Aqua dest.

Cleavage-Puffer (MALT1-Aktivitasassay)

0,486g MES (50mM)

0,439g NaCl (150mM)

5g Saccharose (10%)

0.05g CHAPS (0,1%)

14,7g Natriumcitrat (1M)
500ul DTT (10mM)

Alles in 45ml Aqua dest. l6sen
pH 7

Zelllysepuffer (MALT1-Aktivitatsassay)

2,5mlI HEPES (1M)

5,9ml Glycerin (85%)

1ml Triton X-100 (1%)

0,05mI DTT (1M)

7,5ml NaCl (1M)

0,1ml MgCl2 (1M)

50ul Protease Inhibitor

Alles auf 50mI mit PBS aufflllen
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3.3 Methoden

Bei den nachfolgenden Methoden handelt es sich um in den Laboren der Abteilung
der Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikum Eppendorf
etablierte Methoden.

3.3.1 Zellkultur

Die Zellen wurden in einem Stickstofftank in dafur vorgesehenen Kryovials gelagert.
Zur Vorbereitung der Zellkultur wurden die Vials auf Eis aufgetaut. 20ml Zell-
kulturmedium wurden im Wasserbad auf 37°C erhitzt und in einer Flasche mit 75cm?
Querschnittsflache vorgelegt, spater benannt als T75. Mittels einer 1000er Pipette
wurde nun der komplette Inhalt des Kryovials zu dem vorgelegten Medium
hinzugefugt.

Am darauf folgenden Tag wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. Hierbei wurde
das alte Medium abgesaugt und 20ml neues Medium hinzugefigt. Um Zellen zu
passagieren oder fur weitere Versuche vorzubereiten, wurde das in der Flasche
vorhandene Medium abgesaugt und die Zellen mit 10ml DPBS gewaschen. Mittels 2ml
Trypsin-EDTA wurden wahrend einer Inkubationszeit von ca. 5-10 min bei 37°C die
Zellverbande geldst. Anschlielend wurden 3ml Medium zu den Zellen und dem
Trypsin in die T75 Flasche gegeben, diese Zellsuspension wurde dann in ein 15ml
Falcon Uberfuhrt. Jetzt konnten die Zellen wieder in gewlunschter Verdunnung in neue
T75 Flaschen ausgesat werden. Nach circa 1-3 Tagen befanden sich die Zellen wieder
konfluent und adharent am Flaschenboden und konnten nun fir die angestrebten
Versuche behandelt werden. Das Behandlungsschema war bei allen Versuchen
gleich. Die eingesetzten Konzentrationen haben in Vorversuchen der Arbeitsgruppe
um Dr. A. T. El Gammal die grof3te Wirksamkeit gezeigt und wurden deswegen in den
folgenden Versuchen angewendet. Fur die Behandlung wurden zunachst die
Medikamente Mepazin und Biperiden in Dimethylsulfoxid (DMSQO) gelost. Dann wurde
das entsprechende Zellkulturmedium mit entweder 25uM Mepazinldésung, 29.6ug/ml
Biperidenldsung, der Kombination aus 15uM Mepazin- und 3,6ug/ml Biperidenlésung

oder der reinen Tragersubstanz DMSO angesetzt und auf die Zellen gegeben.
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Dieses Medium verblieb dann in den jeweiligen Flaschen fur einen vorher bestimmten
Zeitraum. Die Ernte der behandelten Zellen erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die
Passagierung, nur wurden sie nachdem sie sich im Falcon befanden nicht wieder
ausgesat, sondern fir die die Versuche gezahlt und in gewilnschter Anzahl

weiterverwendet.

3.3.2 Zellzahlung

Um alle Versuche unter den gleichen Bedingungen durchzufluhren, war es notwendig,
die Zellzahl zu bestimmen. Zur Ermittlung der festgelegten Zellzahl wurden auf einer
96-well Platte 10pl der Zellsuspension mit 10ul des Zellvitalitatsfarbstoff Trypanblau
versetzt, das Gemisch wurde anschlieRend auf eine Counting Slide gegeben und dann
durch den Cell Counter gezahlt. Da vitale Zellen Trypanblau nicht aufnehmen, wurden
ausschlieBlich ungefarbte Zellen in die Berechnung einbezogen. Dieser Vorgang
wurde fur jede Probe dreimal wiederholt und es wurde ein Mittelwert aus den

Ergebnissen gebildet.

3.3.3 MALT1-Aktivitatsassay

Fir dieses proteolytische Spaltungsexperiment wurden 2,5x108 Zellen bendétigt. Die
Zellen wurden im Behandlungsschema wie oben beschrieben flr jeweils zwei und 24
Stunden inkubiert. Dann wurden sie geerntet und ausgezahlt, in 1,5ml
Reaktionsgefalle gegeben und bei 300 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Anschlie3end
wurde der Uberstand abpipettiert und 500ul Zelllysepufffer auf das verbliebene
Zellpellet gegeben und dann fur 20 Minuten bei 4°C rotierend inkubiert. Im Anschluss
wurden die Lysate fur 10 Minuten bei 21.000 g und 4°C zentrifugiert. Die enzymhaltige
Fraktion wurde uber Nacht mit 3,5ul des MALT1 Antikorpers bei 4°C rotierend
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 30ul Protein A/G plus Agarose Beads,
nachdem diese mit PBS gewaschen und im Verhaltnis 1:2 verdinnt wurden, auf die
Lysate gegeben. Die Lysate wurden mit den Beads auf dem Rotator-Mixer fur 90 min
bei 4°C inkubiert. Anschlielend wurden sie fur 2 Minuten bei 300 g zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Daraufhin wurde das Pellet mit den an die Beads gebundenen
Antikdrper-Protein-Komplexen dreimal mit 200ul PBS gewaschen und jeweils nach

jedem Durchgang bei 300 g und 4°C fur jeweils 2 Minuten zentrifugiert.
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Nach dem letzten Waschschritt wurde das PBS mit Hilfe einer Spritze abgenommen
und 45ul des Cleavage-Puffer hinzugefugt. Die Beads wurden noch ein letztes Mal bei
300 g fur eine Minute zentrifugiert. Auf die Greiner 384-well non-binding Platte wurden
nun pro well 49ul der Suspension aus Beads und Cleavage Puffer und 5ul des

Ac-Leu-Arg-Ser-Arg-7-Amino-4-methylcoumarin  (Ac-LRSR-AMC), ein Fluoreszenz-
gekoppeltes MALT1 Substrat, gegeben. Die Platte wurde fur 10 Sekunden auf dem
Plate Schuttler geschuttelt und im Anschluss fir 30 min bei 30°C inkubiert. Bei der
Reaktion wurde das AMC Fluorophor durch MALT1 vom Ac-LRSR-AMC Substrat
abgespalten. Im ELISA Reader wurde die so freigesetzte Fluoreszenz durch einen
Detektor uber 90 Minuten analysiert. Zur Bestimmung der MALT1 Aktivitat wurde der
Fluoreszenzanstieg der Reaktion Uber die gemessene Zeit berechnet und in relative

flourescent units (RFU) angegeben.

3.3.4 Kern- und Zytoplasmafraktionierung

Die Fraktionierung erfolgte unter Zuhilfenahme des NE-PER® Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagent Kit. 4x108 Zellen wurden wie oben beschrieben
ausgezahlt und in 2ml Reaktionsgefalle gegeben. Die Gefalle wurden 5 Minuten bei
4°C und 500 g in der Mikrozentrifuge zentrifugiert, anschlieRend wurde der Uberstand
abgesaugt und das ubriggebliebene Zellpellet in DPBS resuspendiert. Die Zellen
wurden erneut bei 500 g fiir zwei Minuten zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand
abpipettiert, sodass das Pellet so trocken wie moglich im Gefald verblieb. 200pl
eiskaltes Cytoplasmic Extraction Reagent | (CER |) wurden dem Pellet beigefligt um
die Zellmembran aufzubrechen. Dann wurde das Gefald auf hochster Stufe (3000rpm)
auf dem Vortexschuttler gevortext und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Um die restlichen
Zytoplasmastrukturen zu zerstéren und am Ende die Proteine extrahieren zu kénnen
wurden anschlieRend 11ul Cytoplasmic Extraction Reagent Il (CER Il) hinzugeflgt.

Das Gefald wurde erneut fur 5 Sekunden gevortext, anschlieBend 1 Minute auf Eis
inkubiert und wiederum 5 Sekunden gevortext. Nun wurden die Zellen fur 5 Minuten
auf hdchster Stufe (20.817 g) zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine der
Zytoplasmafraktion beinhaltet, wurde in eiskalte 0,5ml Reaktionsgefalle gegeben und

zunachst auf Eis aufbewahrt.
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Das nach der Entfernung der Zytoplasmafraktion tbriggebliebene Pellet beinhaltet nun
nur noch Zellkerne. Um diese zu lysieren, wurde das Pellet in 100ul Nuclear Extraction
Reagent (NER) resuspendiert und auf hochster Stufe 15 Sekunden gevortext. Die
Proben wurden auf Eis gestellt und alle 10 Minuten flr 15 Sekunden gevortext. Dieser
Vorgang wurde funfmal wiederholt. Anschlieiend wurden die Proben auf hochster
Stufe fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen Kernproteine wurden
in eisgekuhlte 0,5ml Tubes Uberfuhrt. Diese Proben wurden entweder zur weiteren

Benutzung auf Eis gelagert oder bei -80°C im Gefrierschrank eingefroren.

3.3.5 BCA-Proteinassay

Der BCA-Test dient der quantitativen, photometrischen Bestimmung der
Proteinkonzentrationen in einer Losung. Um die Probe am Ende auszuwerten, wurde
auf zwei Reihen einer 96-Well Platte zunachst jeweils 5ul der entsprechenden
Verdinnung der aufsteigenden Albumin-Standardreihe zur Doppelbestimmung
pipettiert, da diese als Standardkurve in Excel verwendet wird. Auf die nachsten
Reihen wurden die zu untersuchenden Proben im Verhaltnis 1:5 mit Aqua dest.
verdinnt und jeweils 5ul der Proben ebenfalls zur Doppelbestimmung auf die Platte
gegeben. Dann wurde das BCA Working Reagent, bestehend aus Reagenz A und
Reagenz B im Verhaltnis von 50:1 angesetzt und jeweils 200ul auf die befullten Wells
gegeben. AnschlieBend wurde die Platte kurz auf dem Schuttler platziert um die
Substanzen zu mischen. Danach wurde die Platte fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert
und im Anschluss erfolgte die Messung der Extinktion bei 520nm im enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) Reader.
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3.3.6 SDS-PAGE

SDS-PAGE steht fur Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese und dient
der Auftrennung von Proteinen. Hierbei wurden zunachst 20ug Proteinextrakt
eingesetzt und das entsprechende Volumen mit Aqua dest. auf 20ul aufgefillt und mit
5uL 5x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Dann wurde das Proteingemisch zur
Denaturierung der Proteine fur 5 Minuten im Thermoshaker bei 95°C erhitzt und
anschlie3end auf Eis abgekuhlt.

Im Anschluss wurden 20upl der Proben sowie 10upl eines Markers auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen, welches sich in einer Kammer mit SDS-Laufpuffer
befand. Die Elektrophorese wurde bei 100V fur 1,5 Stunden durchgefihrt.

3.3.7 Immundetektion von Proteinen per Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen im Gesamtlysat oder einzelnen
Fraktionen der Zelle. Dafur wurden die Proteine mit Transferpuffer fir 60 Minuten bei
100V und 4°C aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran tubertragen. Um den
Erfolg des Transfers zu uberprufen und die Banden sichtbar zu machen, wurde die
Membran mit Ponceau S Losung gefarbt. Im Anschluss daran wurde sie zunachst mit
Aqua dest. und dann mit TBS-T gewaschen.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fur eine Stunde
mit 5% Milchpulverldsung inkubiert. Danach wurde sie Uber Nacht bei 4°C mit in 5%
Milchpulverldsung angesetzten Primarantikorper inkubiert. Aufgrund der hdheren
Affinitat des Antikdrpers zum Antigen kann dieser das Milchpulver verdrangen und
binden. Die applizierten Antikorper und deren Verdunnungen sind Tabelle 9 zu
entnehmen. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fur jeweils 5 Minuten, wurde die
Membran mit dem HRP (horseradish peroxidase) -gekoppelten Sekundarantikérper
wieder in einer Milchpulverlésung eine Stunde lang inkubiert. Anschliel’end wurde die
Membran sechsmal fur einen Zeitraum von mindestens 5 Minuten mit TBS-T

gewaschen.
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Die markierten Proteine wurden detektiert, indem die Membran nach
Herstellerangaben mit Pierce® ECL Western Blotting Substrate versetzt wurde. Neben
dem HRP-Substrat enthalt die ECL-Losung die Chemilumineszenz verstarkende
Chemikalien. Das HRP-Substrat wird durch das HRP des Sekundarantikdrpers
oxidiert. Diese Oxidationsreaktion erzeugt Licht. Diese Chemilumineszenz konnte

mittels Image Reader (LAS-4000) digital erfasst werden.

3.3.8 Densitometrie

Um eine quantitative Auswertung der im Image Reader detektierten c-Rel und Lamin
B Banden zu ermdéglichen, wurde das Verfahren der Densitometrie angewendet. Mit
der Software AIDA (Automatic Imaging Data Analysis Program) von der Firma Raytest
wurde zunachst der Hintergrund der Banden subtrahiert und dann die Pixelintensitat

der Banden gemessen.

3.3.9 Statistische Auswertung

Von den oben erwahnten Verfahren wurden Uberwiegend mindestens drei
voneinander unabhangige Versuche durchgefuhrt. Die statistische Auswertung fand
mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS (Statistical Package for Social Sciences,
Version 22) statt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
Die im Ergebnisteil angegebenen Werte sind als Mittelwerte und Standard-
abweichungen vom Mittelwert angegeben.

Der MALT1-Aktivitatsassay wurde mit einem gemischten Modell ausgewertet. Die
additiven festen Effekte waren Zelllinie (ZL), Behandlungsart (Behdlg),
Behandlungsdauer (Dauer), Messwiederholung (Platte) und Messintervall. Zur
Analyse des Datensatzes wurde das Random Intercepts Modell fur
ZL*Dauer*Behdlg*Platte-Subjekte gefolgt von Post-hoc t-Tests zum paarweisen
Vergleich der einzelnen Kategorien von Zelllinie, Behandlungsart und Intervall.

Zur Auswertung der Daten der Densitometrie wurde ein allgemeines lineares Modell
mit den additiven und Wechselwirkungseffekten ("gesattigtes Modell") der
EinflussgroRen Behandlungsart, Behandlungszeitraum, Anzahl an Wiederholungen
und den unterschiedlichen Zelllinien durchgefuhrt, wieder gefolgt von Post-hoc t-Tests

zum paarweisen Vergleich von Behandlungsart und Behandlungszeitraum.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der proteolytischen MALT1-Aktivitat

Um den proteolytischen Mechanismus von MALT1 darzustellen, wurde ein in der
Arbeitsgruppe um Dr. A. T. EI Gammal modifiziertes Spaltungsexperiment zur
Messung der enzymatischen MALT1 Aktivitat verwendet. MALT1 spaltet ein
Fluoreszenz gekoppeltes Substrat, die dadurch frei gewordene Fluoreszenz wurde im
ELISA Reader in relative fluorescence units (RFU) gemessen (Nagel, 2014). Der
Versuch diente dem Nachweis der Aktivitatsminderung von MALT1 in mit Mepazin
bzw. Biperiden behandelten Pankreaskarzinomzellen. Wie in Kapitel 3.3.1
beschrieben, wurden die Zellen mit Mepazin, Biperiden und der Kombination aus
beiden Wirkstoffen behandelt. Als Kontrollgruppe dienten Zellen auf die nur die
Tragersubstanz DMSO gegeben wurde. Die Zellen verblieben flr zwei beziehungs-
weise 24 Stunden in den behandelten Medien. Sie wurden anschlieRend ausgezahlt
und der MALT1-Aktivitatsassay durchgefuhrt.

Die Diagramme in Abbildung 8 und Abbildung 9 sind identisch aufgebaut, die
unterschiedlichen Farben vertreten die verschiedenen Behandlungsarten. A und C
reprasentieren die zweistindige Behandlungsdauer sowie B und D die 24-stiindige
Behandlungsdauer. Alle Grafiken zeigen die Mittelwerte aus unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen in den Zelllinien Panc-1 und L3.6pl Res. In Abbildung 8A
bzw. Abbildung 9A und Abbildung 8B bzw. Abbildung 9B ist der Verlauf der Aktivitat
von MALT1 mit Hilfe der Messung des Fluoreszenzanstieges Uber einen Zeitraum von
90 Minuten in zehn-Minuten-Intervallen dargestellt. Abbildung 8C/D zeigt den
Fluoreszenzanstieg mit den Standardabweichungen nach 90 Minuten, desgleichen die
Abbildung 9C/D nach 80 Minuten.
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41.1 MALT1-Aktivitait nach zweistiindiger Behandlungsdauer und nach 24-
stiindiger Behandlungsdauer in der Zelllinie Panc-1
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Abbildung 8:  Analyse der zellularen MALT1 Aktivitéat in Panc-1 Zellen. A) 2 Stunden Behandlung und B) 24
Stunden Behandlung. Nach 90 Minuten zeigt sich der groRte Unterschied im Floureszenzanstieg
und wird in Grafik C) fiir 2 Stunden Behandlung und in Grafik D) fiir 24 Stunden Behandlung gezeigt.

In der Abbildung 8 wird die MALT1-Aktivitat in der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1

analysiert. Aus Abbildung 8A und Abbildung 8B geht hervor, dass sich bei allen

Behandlungen nach zehn Minuten eine Abnahme der Fluoreszenz von circa 1.000RFU

zeigt, direkt danach steigt die Fluoreszenz wie in Abbildung 8A zu sehen, graduell um

jeweils circa 250RFU und in Abbildung 8B um circa 500RFU pro Intervall an. Nach 90

Minuten liegt die Fluoreszenz in Abbildung 8A zwischen 38.000 und 50.000RFU und

in Abbildung 8B zwischen 39.000 und 54.000RFU.

Es hat sich herausgestellt, dass nach keiner der Behandlungen eine signifikante

Veranderung der MALT 1-Aktivitat nachgewiesen werden konnte.
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Jedoch liel3 sich bei allen Versuchen nach Behandlung mit der Kombination aus
Mepazin und Biperiden sowie nur mit Mepazin eine Tendenz zu vermehrter MALT1-
Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe, erkennen. Dagegen war nach einer
zweistliindigen Behandlung der Zellen mit Biperiden die Aktivitat von MALT1 geringer

als die der Kontrollgruppe.

41.2 MALT1-Aktivitait nach zweistiindiger Behandlungsdauer und nach 24-
stiindiger Behandlungsdauer in der Zelllinie L3.6pl Res
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Abbildung 9:  Analyse der zellularen MALT1 Aktivitat in L3.6pl Res Zellen. Darstellung der Aktivitat im 10 Minuten
Intervall nach A) 2 Stunden Behandlung und B) 24 Stunden Behandlung. Hier zeigte sich der grofite
Unterschied im Floureszenzanstieg nach 80 Minuten und wird in Grafik C) fur 2 Stunden
Behandlung und in Grafik D) fur 24 Stunden Behandlung gezeigt.

In Abbildung 9 wird die MALT1-Aktivitat in der Gemcitabin resistenten Karzinom-

zelllinie L3.6pl Res analysiert. Auch hier war keines der Ergebnisse statistisch

signifikant, aber es lieBen sich wiederum Tendenzen uber die MALT1-Aktivtat nach

den unterschiedlichen Behandlungen ausmachen. Die Aktivitat von MALT1 schien im

Vergleich zur Kontrollgruppe mit DMSO vermindert.
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In Abbildung 9A und Abbildung 9B zeigt sich, anders als in Abbildung 8A und
Abbildung 8B keine Abnahme der Fluoreszenz nach den ersten zehn Minuten. In
Abbildung 9A stellt sich innerhalb der ersten 10 Minuten sogar ein deutlicher
Fluoreszenzanstieg um circa 1.000RFU bei allen Behandlungen dar, danach verlauft
der Anstieg etwas weniger drastisch um etwa 250RFU alle 10 Minuten. Zwischen der
70. und 80. Minute nimmt die Fluoreszenz bei allen Behandlungen wieder ab. Bei der
Behandlung mit Biperiden und der Kombination aus Mepazin und Biperiden nimmt die
Fluoreszenz im folgenden Intervall wieder zu. Interessanterweise fallt im selben
Zeitintervall die Fluoreszenz und somit die Aktivitat von MALT1 bei der Mepazin- und
DMSO-Behandlung. Nach 90 Minuten zeigt sich dann also bei Mepazin und Biperiden
fast die gleiche Fluoreszenzintensitat von circa 46.000RFU. Auch die Behandlungen
mit DMSO und der Kombination weisen nach 90 Minuten kaum einen
Intensitatsunterschied auf, beide befinden sich bei circa 44.000RFU. Wie in Abbildung
9B dargestellt, verlauft der Floureszenzanstieg nach 24-stundiger Behandlung weniger
wechselhaft. Die mit DMSO behandelten Zellen weisen die hochste MALT 1-Aktvitat
und auch die groRte Zunahme der Aktivitat im Vergleich zu den anderen
Behandlungen auf. Die Zellen, die mit der Kombination behandelt wurden, zeigen den

geringsten Anstieg der Fluoreszenz wahrend der gesamten 90-minutigen Messdauer.
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4.2 Nachweis von c-Rel im Nukleus

Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben mit Mepazin und Biperiden behandelt und
so fur die Versuche vorbereitet. Da zunachst arbeitsgruppenintern vermutet wurde,
dass die Hemmung von MALT1 durch die Medikamente und die dadurch verminderte
Translokation von c-Rel in den Zellkern erst nach einer langeren Behandlungsdauer
erfolgen wirde, wurden die Zellen der etablierten Zelllinie Panc-1 Uber einen Zeitraum
von drei bis 48 Stunden behandelt. Die Quantitat von c-Rel im Zellkern wurde mittels
SDS-PAGE und Western Blot Verfahren erfasst.

Um die Ergebnisse des Western Blots beurteilen zu kdnnen, musste sichergestellt
sein, dass sich in allen Kammern die gleiche Proteinmenge befindet. Dafur wurden
neben den Banden von c-Rel auch die Banden des Kernproteins LaminB mit Hilfe von
Antikdrpern detektiert und anschlieRend densitometrisch ausgewertet. Lamin B ist ein
Protein der Kernmembran und sollte in allen untersuchten Zellen gleichermalen
vorhanden und nicht durch die verschiedenen Behandlungen in der Quantitat
beeinflussbar sein und somit als Ladekontrolle dienen.

4.2.1 C-Rel Quantitat in der Zellllininie Panc-1 nach 48, 24 und drei Stunden

Behandlungsdauer

Um die optimale Behandlungsdauer herauszufinden, wurde zunachst ausschlief3lich
mit der etablierten Pankreaskarzinomzelllinine Panc-1 gearbeitet. Die Zellen wurden
fur eine Dauer von 48 Stunden, 24 Stunden und drei Stunden mit Mepazin, Biperiden
und der Kombination aus beiden Wirkstoffen behandelt, als Kontrolle dienten die mit
der Tragersubstanz DMSO behandelten Zellen. Bei den Versuchen mit einer
Behandlungsdauer Uber 48 und 24 Stunden gab es keinen statistisch signifikanten

Unterschied zwischen den Behandlungsdauern und -arten.
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Abbildung 10: c-Rel Quantitat nach 48 Stunden Behandlung mit DMSO, Mepazin und Biperiden und der
Kombination aus Mepazin und Biperiden. In A) wird ein reprasentativer Blot nach 48 Stunden
Behandlung dargestellt. B) zeigt die densitometrische Auswertung aller Western Blots nach 48
Stunden Behandlung.
In Abbildung 10A wird ein reprasentativer Western Blot dargestellt, Abbildung 10B
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der densitometrischen Auswertung
aller Western Blots nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden.
Die Versuche ergaben keine statistisch signifikanten Ergebnisse, jedoch schien es bei
einer Behandlungsdauer von 48 Stunden keinen Unterschied in der Quantitat von c-
Rel im Nucleus unter der Behandlung mit Mepazin und der Kombination aus Mepazin
und Biperiden im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe zu geben. Bei der Behandlung
mit Biperiden fand sich eher eine leichte Zunahme in der Quantitat im Vergleich zur
Kontrollgruppe.
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Abbildung 11: Quantitat von c-Rel nach 24 Stunden Behandlung mit DMSO, Mepazin und Biperiden und der
Kombination aus Mepazin und Biperiden. A) Im Western Blot zeigt sich eine Zunahme der c-Rel
Quantitat bei allen Behandlungen verglichen mit der DMSO-Gruppe. B) Die densitometrische
Auswertung bestétigt die subjektive Wahrnehmung.
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Auch in Abbildung 11A wird ein reprasentativer Western Blot dargestellt und Abbildung
11B zeigt ebenfalls die Mittelwerte mit Standardabweichungen, in diesem Falle werden
aber die Werte nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden angezeigt. Auch hier
konnten keine statistisch signifikanten Ergebnisse generiert werden. Die Resultate
lieRen aber die Vermutung zu, dass sowohl bei Biperiden als auch bei Mepazin eine
hohere c-Rel Quantitat im Vergleich zur Kontrollgruppe vorliegt. Auch bei der
Kombination aus Mepazin und Biperiden nahm die Quantitat von c-Rel im Zellkern im
Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe zu.
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Abbildung 12: Quantitat von c-Rel nach 3 Stunden Behandlung mit DMSO, Mepazin, Biperiden und der
Kombination aus Mepazin und Biperiden. A) Im Western Blot zeigt sich eine Zunahme der c-Rel
Quantitdt bei allen Behandlungen verglichen mit der DMSO-Kontrollgruppe. B) Die
densitometrische Auswertung bestatigt die Aussage.
Abbildung 12 liegen die Werte zugrunde, die sich nach einer dreistindigen
Behandlung zeigten. Es ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05)
zwischen den verschiedenen Behandlungen. Bei einer Behandlungsdauer von drei
Stunden zeigten die Zellen, die mit Mepazin und Biperiden behandelt wurden,
signifikant mehr c-Rel im Nukleus als jene, die mit DMSO behandelt wurden. Auch bei
der Behandlung mit der Kombination aus Mepazin und Biperiden, fand sich eine
groRere Menge von c-Rel im Zellkern, diese Beobachtung erwies sich jedoch nicht als
statistisch signifikant (p=0,127).
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4.2.2 C-Rel Quantitat nach 15 Minuten Behandlungsdauer der Zelllinie Panc-1

In Anbetracht der bisherigen Ergebnisse und unter Berucksichtigung zell-

physiologischer Aspekte wurde nun noch eine deutlich kurzere Inkubationszeit
gewahlt.
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Abbildung 13: Quantitat von c-Rel nach 15 Minuten Behandlung mit DMSO, Mepazin, Biperiden und der
Kombination aus Mepazin und Biperiden. A) Im Western Blot zeigt sich eine Abnahme der c-Rel
Quantitat bei allen Behandlungen. B) Die densitometrische Auswertung bestatigt die subjektive
Einschatzung in diesem Fall nicht.

Nach einer Behandlungsdauer von 15 Minuten nahm die Quantitat von c-Rel bei den

Behandlungen mit Mepazin und Biperiden im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich ab,

wie der Abbildung 13 zu entnehmen ist. Bei den Zellen, die mit Biperiden oder Mepazin

behandelt wurden ergab sich eine statistisch signifikante (p<0,05) Abnahme von c-Rel

im Zellkern.

Es zeichnete sich bei der Behandlungsdauer von 15 Minuten im Zellkultursetting eine

Wirksamkeit von Mepazin und Biperiden hinsichtlich der Reduktion des nuklearen c-

Rel ab. Bei der Kombination aus beiden Medikamenten zeigte sich wieder eine leichte

Zunahme der Quantitat von c-Rel im Zellkern, diese liel3 sich jedoch statistisch nicht
belegen.
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4.2.3 C-Rel Quantitat nach 15 Minuten Behandlungsdauer der Zelllinie L3.6pl
Res

Zum Vergleich wurde nun der gleiche Versuch mit der Zelllinie L3.6pl Res
durchgefuhrt.
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Abbildung 14: Quantitdt von c-Rel nach15 Minuten Behandlung mit DMSO, Mepazin, Biperiden und der
Kombination. A) Western Blot B) Bei der densitometrischen Auswertung, zeigt sich eine Abnahme
der c-Rel Quantitat unter der Behandlung mit Mepazin und Biperiden.

Nach der funfzehnminutigen Behandlung der Zelllinie L3.6pl Res zeigte sich, wie aus

Abbildung 14 ersichtlich, bei der Behandlung mit der Kombination aus Mepazin und

Biperiden ebenfalls eine leichte Zunahme von c-Rel im Zellkern im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Unter der Behandlung mit Biperiden und Mepazin zeigte sich ebenfalls

die Tendenz, dass weniger c-Rel nach Hemmung von MALT1 in den Zellkern

transloziert. Jedoch war auch dieses Ergebnis statistisch nicht belegbar und weniger
eindeutig als bei der zuvor getesteten Zelllinie Panc-1.
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5 Diskussion

Die Mitglieder der Rel/NF-kB-Familie spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen
und adaptiven Immunantwort, auRerdem sind sie essentiell fir das Uberleben,
Wachstum und die Proliferation von Zellen und scheinen daruber hinaus eine Rolle in
der Genese von Tumoren, wie zum Beispiel des Pankreaskarzinoms, zu spielen
(Bonizzi u. Karin, 2004; Kallifatidis et al., 2011; Zhang u. Ghosh, 2001).

Das Pankreaskarzinom ist eine der prognostisch ungunstigsten Tumorerkrankungen
und die vierthaufigste Krebstodesursache in den westlichen Landern, es zeichnet sich
durch ein aggressives Wachstum mit frihzeitiger Metastasierung und eine hohe
Resistenz gegenuber Chemo- und Strahlentherapie aus. Um eine spezifische
Therapie zu entwickeln, die gezielt auf die Krebszellen wirkt, sind genaue Kenntnisse
der molekularen Vorgange in der Pathogenese des Pankreaskarzinoms erforderlich
(Lesina, 2013). In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob bei Inhibition von
MALT1 in den Zellen des Pankreaskarzinoms die Translokation des Protoonkogens c-

Rel in den Kern abnimmt.

5.1 Einfluss der NF-kB-Subfamilie c-Rel auf die Apoptose von Tumorzellen

C-Rel spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation und Antiapoptose von Zellen und
damit auch fur die Entstehung von Tumoren (Geismann et al., 2014; Gilmore u.
Gerondakis, 2011; Gilmore et al., 2004). C-Rel begiinstigt das Uberleben von B Zellen,
indem es durch die direkte Induktion von Genen einen intrinsischen ,death-pathway*,
welcher zur Apoptose der Zellen fihren wirde, hemmt. Wenn c-Rel nicht vorhanden
ist bzw. nicht an seinen Wirkort im Zellkern transloziert wird, zeigen aktivierte B-Zellen
eine erhohte Apoptoseaktivitat (Gerondakis et al., 2006; Gilmore u. Gerondakis, 2011;
Grumont et al., 1999; Grumont et al., 1998). C-Rel scheint auch in transformierten
Pankreaszellen fur die Unterbindung der Apoptose verantwortlich zu sein. Kallifatidis
et al. haben in diesem Zusammenhang 2011 das bekannte Chemotherapeutikum
Gemcitabin mit Sulforaphan kombiniert und festgestellt, dass die Sensitivitat der Zellen
fur die TRAIL-induzierte Apoptose erhoht wurde und somit vermehrt Apoptose
stattfinden konnte. Dies flhrten sie auf eine Herabregulierung von c-Rel zurlck
(Kallifatidis et al., 2011).
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Geisman et al. haben sich in ihren Untersuchungen ebenfalls intensiv mit der Rolle
von c-Rel bei der TRAIL-induzierten Apoptose beschaftigt und konnten bestatigen,
dass c-Rel ein Mediator fur einen antiapoptotischen Signalweg ist, der die Zellen des
PDACs vor TRAIL-induzierter Apoptose schutzt (Geismann et al.,, 2014). Die
antiapoptotischen Eigenschaften von c-Rel erklaren sich auch aus der Tatsache, dass
Gene, wie TRAF1 und Prosurvivalfaktoren der Bcl-2 Familie, wie Bcl-x. und Bfl-1/A1,
von c-Rel gebunden werden. Diese Gene sind involviert in Zellwachstum und -
proliferation (Gilmore et al., 2004). Eine spezifische Inhibition von c-Rel durch
unterschiedliche Mechanismen ist anzustreben. Denkbar ware eine Herabregulation
der c-Rel Expression (z.B. durch siRNA) oder auch die direkte Unterbindung der
Aktivitat von c-Rel. Auch die Inhibition eines Proteins wie beispielsweise MALT1,
welches notwendig ist fur die Expression oder Aktivierung von c-Rel, ist als

therapeutischer Ansatz vorstellbar (Gilmore u. Gerondakis, 2011).

5.2 MALT1-c-Rel-Interaktion

MALT1 als Bestandteil des CBM-Komplexes, induziert den IKK-Komplex, welcher das
c-Rel inhibierende IkB phosphoryliert und so zur proteasomalen Degradation
vorbereitet. Wenn c-Rel nicht mehr durch IkB inhibiert wird, kann es in den Zellkern
translozieren (Gilmore et al., 2004; Nagel, 2014) und dort Gene induzieren, die in
Zellwachstum und -proliferation involviert sind (Gilmore et al., 2004). Arbeiten von
Ferch et al. mit B-Zellen belegen, das weniger c-Rel in den Zellkern gelangt, wenn
MALT1 nicht vorhanden ist. Daraus folgt, dass die von c-Rel induzierten
antiapoptotischen Prozesse nicht mehr stattfinden kdnnen, so dass die Zellen wieder
dem programmierten Zelltod unterliegen (Ferch et al., 2007). Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Dr. A. T. EIl Gammal konnten zeigen, dass MALT1 in den Zellen des
PDAC exprimiert wird, nicht aber in den Zellen des gesunden exokrinen
Pankreasgewebes (Paper eingereicht).

Da besonders fur die Therapie des Pankreaskarzinoms Innovationen dringend
erforderlich sind, war es interessant zu untersuchen, ob durch die Inhibition des
Proteins MALT1 in Pankreaskarzinomzellen ebenfalls weniger c-Rel in den Zellkern
transloziert. Daher beschaftigte sich diese Arbeit zum einen mit dem Einfluss der
Medikamente Mepazin und Biperiden auf die Aktivitat von MALT1 und zum anderen
auf die Translokation von c-Rel in den Zellkern.
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5.2.1 MALT1 Aktivitat

Um zu zeigen, dass Mepazin in den Zellen des Pankreaskarzinoms die gleiche
Wirkung auf die MALT1 Aktivitat hat, wie schon in anderen Studien mit Lymphomzellen
bewiesen (Nagel et al., 2012; Schlauderer et al., 2013), wurde ein Enzym-
Aktivitatsassay durchgefthrt. Bei den Versuchen der Arbeitsgruppe um Dr. Nagel
(2014) nahm die MALT1-Aktivitat nach Behandlung der Zellen mit Mepazin ab. Da die
Arbeitsgruppe um Dr. A. T. El Gammal Biperiden eine ebenfalls MALT1-hemmende
Wirkung zuschrieben, wurden die Versuche der Arbeitsgruppe auch mit diesem
Medikament durchgefihrt. Die Hemmung mit Mepazin ist reversibel und nicht
kompetitiv (Nagel, 2014), das heil’t, dass Prozesse in den Zellen nach einer gewissen
Zeit wieder stattfinden kdnnen. Aus den Versuchen mit der Zelllinie Panc-1 ging hervor,
dass anders als erwartet, die Aktivitat von MALT1 bei allen Behandlungszeiten, die
langer als zwei Stunden dauerten eher zunahm, lediglich nach einer zweistlindigen
Behandlung der Zellen mit Biperiden ergab sich eine leichte Abnahme der MALT1-
Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der Zelllinie L3.6pl Res zeigte sich die
Tendenz, dass die Aktivitat von MALT1 im Vergleich zur Kontrollgruppe abnimmt.
Allerdings konnten diese Beobachtungen nicht statistisch belegt werden, woraus folgt,
dass statistisch gesehen in dem Aktivitatsassay kein Unterschied in den vier
Behandlungsformen in Bezug auf die Aktivitat von MALT1 nachweisbar ist. Die dartber
hinaus beobachteten interexperimentellen Ergebnisvarianzen kdénnten an

grundsatzlichen technisch experimentellen Schwachen liegen.

5.2.2 C-Rel Kerntranslokation

In vorherigen Untersuchungen mit Lymphozyten konnte nachgewiesen werden, dass
die Deaktivierung von MALT1 eine verminderte c-Rel Kerntranslokation zur Folge hat
(Ferch et al., 2009; Ferch et al., 2007). Diese verminderte Kerntranslokation sollte in
dieser Arbeit nun auch fur die Zellen des Pankreaskarzinoms gezeigt werden. Dabei
sollte MALT1 aber nicht ausgeschaltet, sondern durch die Medikamente Mepazin und

Biperiden inhibiert werden.
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Obwohl die Wirksamkeit der Medikamente in den Versuchen zur MALT1-Aktvitat in
dieser Arbeit nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, wurde an der Hypothese
festgehalten, dass sie MALT1 inhibieren und dadurch weniger c-Rel in den Zellkern

von PDACs translozieren kann.

5.2.3 Kein nachweisbarer Effekt nach Behandlungszeiten von 48, 24 und drei

Stunden

Nach einer Behandlungsdauer von 48 bzw. 24 Stunden ergaben sich grol3e
interexperimentelle Ergebnisunterschiede. Die Intensitat der c-Rel Banden war trotz
gleicher  Versuchsanordnung, Dauer und Behandlungsart bei jeder
Versuchsdurchfuhrung verschieden. Beispielsweise ergab sich nach der Behandlung
mit Mepazin einmal eine deutliche Zunahme der c-Rel Bandenintensitat im Vergleich
zur Kontrollgruppe und ein andermal ergab sich eine erhebliche Abnahme der
Intensitat. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei allen anderen Behandlungen.
Eine mogliche Erklarung fur diese groRe Varianz konnte sein, dass die durch den
Einfluss der Medikamente auf die Aktivitat von MALT1 entstandenen Prozesse in den
Zellen schon lange abgelaufen waren. Hierflr spricht, dass die Hemmung von MALT1
durch Mepazin reversibel und nicht kompetitiv ist (Nagel, 2014). Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass fur Biperiden ahnliche Bedingungen gelten. Nach einer dreistindigen
Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg der c-Rel Quantitatim Zellkern. Dieser

Beobachtung kénnte ein negativer Rlickkopplungsmechanismus zu Grunde liegen.

5.2.4 Positiver Effekt nach einer Behandlungsdauer von 15 Minuten

Die von uns postulierte Hypothese bestatigte sich erst nachdem die Zellen nur fur
einen Zeitraum von 15 Minuten behandelt wurden. Es konnte nachgewiesen werden,
dass sich nach der Behandlung mit Mepazin und Biperiden signifikant weniger c-Rel

im Nukleus der Zellen der Zelllinie Panc-1 befand.
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Die gleichen Experimente mit der anderen von uns verwendeten Zelllinie, L3.6pl Res
lieferten ahnliche, jedoch weniger eindeutige und statistisch nicht signifikante
Ergebnisse: Die mit Biperiden behandelten Zellen zeigten ebenfalls eine inhibierende
Tendenz auf die Translokation von c-Rel in den Zellkern, ebenso auch die Zellen, die
mit Mepazin behandelt wurden. Die Zellen die mit der Kombination beider
Medikamente behandelt wurden zeigten eine leichte Erhdhung der c-Rel Quantitat im
Zellkern im Vergleich mit der DMSO-Kontrollgruppe. Diese verminderte Auswirkung
der Medikamente auf die Zelllinie L3.6pl Res lasst sich durch den Effekt erklaren, dass
die MALT1-Inhibition auch in den MALT 1-Aktivitatsassays nach Gabe von Biperiden
und Mepazin deutlich schwacher bei L3.6pl Res ausfiel als bei den ebenfalls
getesteten Panc-1 Zellen.

Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die Wirkstoffe in unterschiedlichen
Zelllinien divergente Wirkprofile aufweisen. Dafur verantwortlich sein konnte ein im
Zuge der Tumorgenese verandertes Expressionsmuster, was zum Beispiel die
Aufnahme, Metabolisierung oder Ausschleusung eines Medikamentes beeinflusst.

In der Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich ebenfalls diskutieren, ob die
quantitative Auswertung der Western Blots unter Zuhilfenahme der Densitometrie als
bestmogliche Auswertungsmethode geeignet ist. Es gab Unterschiede in der
Belichtungszeit, die die Intensitat der densitometrisch ausgewerteten Banden
beeinflusst, auRerdem variierte von Western Blot zu Western Blot die Breite der
Banden und somit ergaben sich teils falsch hohe oder falsch niedrige Werte fur die
Intensitat. Auch die Korrektur des Hintergrundes der auszuwertenden Membranen ist
nicht vollstandig maoglich, da es an jeder Stelle der Membran zu unterschiedlichen
Intensitaten kommt und je nach dem fir welche Stelle man sich entscheidet zu viel
oder zu wenig Hintergrundintensitat von der Bandenintensitat abgezogen wird.
Dennoch erlauben die von mir gemachten Beobachtungen und die Tatsache, dass die
Kerntranslokation von c-Rel mit der Antiapoptose in PDAC Zellen und mit der
Proliferation von B- und T-Zellen in Verbindung gebracht wird (Geismann et al., 2014;
Gilmore et al., 2004), die Vermutung, dass durch eine medikamentdse Behandlung mit
Mepazin oder Biperiden die Proliferation der Pankreaskarzinomzellen gestoppt wird
und die Apoptose wieder stattfinden kann.

Diese fur die Panc-1 und L3.6pl Res Zellen gezeigten Ergebnisse lassen auf die

Entwicklung neuer Therapiekonzepte hoffen.
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6 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine der aggressivsten Tumorerkrankungen und zeichnet
sich durch ein schnelles Wachstum mit frihzeitiger Metastasierung, eine schlechte
Prognose und eine hohe Resistenz gegenuber Chemo- und Strahlentherapie aus. Um
alternative Therapiemdglichkeiten zu finden, werden zunehmend molekulare
Vorgange in der Zelle untersucht und das komplexe Netzwerk der Signalwege
analysiert. Diese Arbeit mOchte dazu einen Beitrag leisten indem es die Inhibierbarkeit

von MALT1 und dessen Auswirkung auf die c-Rel Kerntranslokation untersucht.
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Abbildung 15: c-Rel Signalweg und vermutete Folgen der Inhibierung durch Mepazin und Biperiden
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Die Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie sind von zentraler Bedeutung bei der
Regulation der Immunantwort, bei Entzindungsvorgangen und bei der Entwicklung
des Immunsystems aber auch fur die Entstehung von Tumoren. Unter dem Namen
NF-kB werden die Proteine RelA, RelB und c-Rel, p105 (NF-kB1), p100 (NF-kB2),
welche Vorstufen von p50 und p52 sind, zusammengefasst. Diese NF-kB-
Untereinheiten bilden Dimere und befinden sich im Zytoplasma, durch Bindung an IkB-
Proteine, in einem inaktiven Zustand. Durch die Parakaspase MALT1 zusammen mit
Bcl10 und CARD11 wird der IKK-Komplex, bestehend aus den Untereinheiten IKKa,
IKKB und IKKy, aktiviert. Dieser Komplex phosphoryliert die |kB-Proteine, die dann
durch Ubiquitinylierung zum Abbau durch das Proteasom markiert werden. So werden
NF-kB-Dimere freigesetzt und translozieren in den Zellkern, wo sie durch Bindung an
spezifische responsive Elemente der DNA die Genexpression beeinflussen kdnnen.
Eine vereinfachte Darstellung des c-Rel Signalweges und der vermuteten Folgen der
Inhibierung von MALT1 auf diesen Signalweg sind in Abbildung 15 zu finden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es die Wirksamkeit der Medikamente Mepazin, Biperiden
und der Kombination aus beiden Wirkstoffen auf die Parakaspase MALT1 in den Zellen
des Pankreaskarzinoms nachzuweisen. Hierfir wurde ein MALT1-Aktivitatsassay
durchgefuhrt, der die proteolytische Aktivitat von MALT1 misst. Es wurde erwartet,
dass die proteolytische Aktivitat in den Zellen nach Mepazin- und Biperidenbehandlung
geringer ausfallt als in den Zellen der DMSO-Kontrollgruppe.

Zur Untersuchung der Kerntranslokation wurden die Zellen unterschiedlich lange mit
Mepazin, Biperiden und der Kombination beider Wirkstoffe behandelt. Anhand von
Kernfraktionierung und anschlieBendem Western Blot wurde die Quantitat von c-Rel
im Zellkern bestimmt. Als Resultat zeigte sich, dass nach flunfzehnminGtiger
Behandlung mit Biperiden und auch mit Mepazin signifikant weniger c-Rel im Zellkern
zu finden war. Hier bestatigte sich die Arbeitshypothese und legt die Vermutung nahe,
dass durch Biperiden und Mepazin MALT1 gehemmt wird und dadurch weniger c-Rel
in den Zellkern translozieren kann, wodurch die antiapoptotische Wirkung von c-Rel

ausbleibt und die Pankreaskarzinomzellen vermehrt in Apoptose gehen.
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Auch flr die weitere von uns untersuchte Zelllinie L3.6pl Res zeigte sich nach der
Behandlung mit Biperiden und Mepazin eine inhibierende Tendenz auf die c-Rel-
Kerntranslokation. Wie sich schon bei den Panc-1 Zellen zeigt, erfolgt auch bei den
L3.6pl Res Zellen bei der Behandlung mit der Kombination aus beiden Medikamenten
eher eine Zunahme der Quantitat von c-Rel im Zellkern.

Diese Ergebnisse konnten richtungsweisend sein und Ansatzpunkte fur die
Entwicklung therapeutischer Konzepte fur das Pankreaskarzinom und andere maligne

Erkrankungen liefern.
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7 Summary

Pancreatic cancer is one of the most aggressive types of cancer and is particularly
dangerous because of its quick growth and early metastases. Patients affected by
pancreatic cancer have a poor prognosis due to the high resistance to chemo- and
radiotherapy. Alternative treatment options are urgently needed and many intracellular
molecular pathways are being studied to understand the complex cellular signaling
pathways. This thesis tries to contribute to the understanding and treatment of this
particular kind of cancer by investigating the susceptibility to inhibition of MALT1 and
the impact of this inhibition on the nuclear translocation of the antiapoptotic

transcription factor c-Rel.
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Abbildung 16: Signaling pathway of c-Rel and assumed results of inhibition of MALT1 by Mepazine and Biperiden
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The transcription factors of the NF-kB family are of central importance to the regulation
of immune responses, to inflammatory processes, and to the development of the
immune system. However, they also play a vital role in the development of tumors.
NF-kB consists of many subunits such as RelA, RelB, c-Rel and p105 (NF-kB1) and
p100 (NF-kB2) which are precursors of p50 and p52. These subunits form dimeric
structures which are, bound to IkB proteins, located inactively in the cytoplasm. The
activation of these NF-kB subunits occurs when paracaspase MALT1 forms the so
called IKK-complex by uniting with Bcl10 and CARD11. This IKK-complex consists of
three subunits IKKa, IKKB und IKKy. It phosphorylates the inactivating IkB proteins
which in turn results in their ubiquitination to indicate the degradation of these IkB
proteins by the proteasome. Now, the NF-kB subunits are no longer inactivated and
are free to translocate to the nucleus regulating the gene expression by binding to
specific responsive elements.

One aspiration of this thesis was to proof the inhibitory effects of the drugs Mepazine
and Biperiden on paracaspase MALT1 in pancreatic cancer cell lines. In order to do so
a MALT1 activity assay which measures the proteolytic activity of MALT1 was
performed. It was expected to see a lower proteolytic activity in cells treated with the
drugs Mepazine and Biperiden compared to the ones that were treated with the carrier
substance DMSO.

To examine the nuclear translocation of c-Rel two different cell lines, Panc-1 and L3.6pl
Res, were treated for different periods of time with the above mentioned drugs. By
performing nuclear fractionation and subsequent western blotting the quantity of c-rel
in the nucleus was measured.

As a result, the experiments showed that after the treatment with Biperiden and
Mepazine for 15 minutes there was a significant smaller amount of c-Rel in the nuclear
fraction than in the cells of the Panc-1 cell line which were treated with DMSO.

The working hypothesis was confirmed and it was assumed that by treating the cells
with Mepazine and Biperiden MALT1 is inhibited and therefore less c-Rel is able to
translocate to the nucleus. This entails in the absence of the antiapoptotic effect of c-

Rel and thus pancreatic cancer cells will be able to undergo apoptosis again.
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Also for the other examined cell line, L3.6pl Res, it was possible to show an inhibiting
tendency to the nuclear translocation of c-rel after treating the cells with Mepazine and
Biperiden individually. The result of these tests showed that the treatment with the
combination of Biperiden and Mepazine causes for an increase of c-rel in the nucleus
in both investigated cell lines. Figure 16 (Abbildung 16) shows a simplified version of
the c-Rel signaling pathway and the assumed results of an inhibition of MALT1 in
relation to this pathway.

The outcomes of this thesis could be pioneering and deliver starting points for the
development of new treatment options for pancreatic cancer and other malignant
diseases.
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