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I Einleitung

Unter den soliden Tumorerkrankungen des Menschen stellen die des Gastrointestinaltrakts und
die des hepatopankreatobilidren Systems die haufigsten dar. Hierbei entfallen ca. 19 % auf den
kolorektalen Bereich und ca. 9 % auf Tumoren des Pankreas bzw. der Leber (Schonfeld et al.,
2018; Hermann et al., 2019; Holzel et al,, 1998). Dabei stellt die chirurgische Resektion dieser
Neoplasien vollstindig im Gesunden (RO) die einzige potentielle Heilungschance fiir die
betroffenen Patienten dar. In Bezug auf ihre Tumorbiologie und Aggressivitat unterscheiden sich
die erwahnten Tumorentititen allerdings deutlich, was auch ein Kriterium im Hinblick auf die
Resektabilitat darstellt.

Als haufigster bosartiger Tumor der Bauchspeicheldriise weist das duktale Adenokarzinom des
Pankreas (PDAC) zwar weltweit keine hohe Inzidenz auf, jedoch zeigt sich in aktuellen Prognosen,
dass es bis 2030 insbesondere in den USA und in Europa die zweithdufigste krebsbedingte
Todesursache sein wird (Malvezzi et al., 2016; Quante et al, 2016; Rahib, Smith, Aizenberg,
Rosenzweig, Fleshman, & Matrisian, 2014a). Zum Zeitpunkt der Diagnose sind nur etwa 10% aller
PDACs chirurgisch lokal resektable Befunde mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von
aktuell 32%. Hingegen gehoren 29% in die Gruppe der regionalen bzw. lokal fortgeschrittenen
Erkrankungen, die eine 5-JUR von lediglich 12% aufweisen (Siegel, Miller, & Jemal, 2018). Einige
Patienten der letzteren Gruppe kénnen jedoch nach gutem Ansprechen auf eine neoadjuvante
Chemotherapie resektabel werden. Insgesamt wird leider bei der Mehrheit der Patienten (52%)
weiterhin eine Erkrankung im metastasierten Stadium diagnostiziert (Werner et al,, 2013). Zu
diesem Zeitpunkt stehen dann allerdings nur relativ ineffiziente systemische Therapien zur
Verfiigung. In der Konsequenz hat diese Gruppe weiterhin derzeit nur eine ca. 3%-ige 5-JUR
aufzuweisen (Chan et al,, 2019; Siegel et al,, 2018). In Summe kénnen daher nach sorgfaltigem
Staging lediglich 15-20% der Patienten mit PDAC einer primaren Resektion zugefiihrt werden

(Neoptolemos et al., 2017).

Obwohl einige Fortschritte zu verzeichnen sind, haben PDAC-Patienten zum Zeitpunkt der

Diagnose wie eben geschildert immer noch eine ungiinstige Prognose, so dass das 5-Jahres-
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Gesamtiiberleben (OS) aller PDAC-Patienten maximal etwa 10% betragt (Nevala-Plagemann etal,,
2019). Die Préavention ist schwierig, da nur wenige mit einer hoheren Inzidenz verbundene
Faktoren bekannt sind und nur eine geringe Anzahl spezifischer Risikofaktoren eng mit dem
Auftreten von PDAC verbunden ist. Das randomisierte Screening von Patienten mit hohem Risiko,
z. B. Patienten mit PDAC in der Familienanamnese, mittels MRT oder endoskopischem Ultraschall
hat nicht zum erwarteten Erfolg gefiihrt (Vasen et al.,, 2016). Derzeitige Tests zur frithzeitigen
Entdeckung existieren nicht, was zum einen auf die wenigen spezifischen Symptome und zum

anderen auf die schwierige raumliche Zuganglichkeit der Bauchspeicheldriise zuriickzufiihren ist.

Das Hepatoblastom (HB) ist der hdufigste bosartige Lebertumor im Kindesalter (Schweinitz et al.,
2012). Ahnlich dem PDAG, ist die Prognose dieser jungen Patienten immer dann giinstig, wenn
eine vollstandige chirurgische Resektion des Tumors moéglich ist. Bei Hochrisikopatienten mit
fortgeschrittenem Tumorleiden (SIOPEL PRETEXT IV oder COG Stadium IV) ist die Prognose
hingegen viel schlechter (Schweinitz et al., 2012). Bei den letzteren Patienten ist neben einer
entsprechenden chirurgischen Therapie eine zusatzliche Chemotherapie die treibende Kraft fiir
ein lingeres Uberleben. Als Parallele zum PDAC ist auch hier zu erwihnen, dass nach einer Reihe
von Chemotherapiezyklen eine rasche Resistenzentwicklung auftritt und damit die
Behandlungsmoglichkeiten der Patienten deutlich eingeschrankt ist (Berger et al, 2014). Die
Implementierung neuer Medikamente fiir zukiinftige Therapien ist daher bei beiden Entitdten von

entscheidender Bedeutung.

Ein Erklarungsansatz fiir die Aggressivitat dieser Tumoren und die schnelle Entstehung der
Chemoresistenz stellt das Konzept der Krebsstammzellen (CSCs) dar. Dieses postuliert, dass bei
heterogenen (soliden) Tumoren eine Untergruppe von Zellen, die mit speziellen Eigenschaften
ausgestattet sind, an der Spitze einer gewissen Hierarchie stehen kénnte. Urspriinglich wurden
CSCs als Gruppe von neoplastischen Zellen definiert, die sich unbegrenzt vermehren und einen
neuen Tumor initiieren kdnnen (Selbsterneuerung und Tumorentstehung) (Valent et al., 2012);
die aktuelle Literatur spricht CSCs aber auch viele weitere Eigenschaften zu, zu denen u.a. ein

hoherer Grad an Plastizitit, Chemoresistenz sowie die Fahigkeit zur Metastasierung gehort. Diese
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Eigenschaften werden moglicherweise durch die Aktivierung von CSC-assoziierten Signalwegen,
zu denen auch der WNT-Signalweg gehort, modifiziert (Ilmer & Horst, 2015; [Imer, Boiles, et al.,

2015).

Wie bereits erwahnt gibt es bei beiden Tumorentitidten einen Mangel an Therapeutika, die effektiv
und spezifisch in der Klinik eingesetzt werden kdnnen. Ein Ansatz zur schnellen Implementierung
neuer Therapeutika ist daher das sogenannte ,Repurposing’ oder die Wiederverwendung von
Medikamenten, die fiir andere Indikationen bereits etabliert und zugelassen sind. Eine immer
grofiere Anzahl an Veroffentlichungen und klinischen Studien versucht daher antineoplastische
Eigenschaften von solchen Prdparaten zu erforschen. In eigenen Arbeiten konnten wir hier
beispielsweise zeigen, dass die Beeinflussung der sympathischen bzw. parasympathischen Achse
mittels Propanolol oder Bethanechol den Verlauf von PDAC in vitro und in vivo positiv beeinflusst

(Renz et al,, 2018; Renz et al., 2018).

Abgesehen von der Organspezifitit kann der CSC-hemmende Therapieansatz ein wichtiger
Baustein der Tumortherapie sein. Daher konnte das ,Repurposing” von Arzneimitteln eine
faszinierende und schnelle Methode mit neuen therapeutischen Paradigmen bei der

Krebsbehandlung darstellen.

Im vorliegenden Habilitationsprojekt wurde die Verkniipfung der beschriebenen Themen-
komplexe untersucht. Als Schwerpunkt wurde die Signalwegsregulation von CSCs in den
erwahnten Tumorentititen und deren translationale Behandlungsstrategien durch wieder-

verwendete Arzneimittel gewahlt.
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Il Teilprojekte und Bedeutung fiir das Fachgebiet

Sowohl das PDAC als auch das kindliche Hepatoblastom sind Tumorentititen, bei denen der
chirurgischen = Resektion des Primdrtumors, im Rahmen eines multimodalen
Behandlungskonzepts, eine grofde Rolle zukommt. Selbst bei einer vollstindig im Gesunden
erfolgten chirurgischen Resektion besteht allerdings in vielen Fallen ein hohes Rezidiv- und
Metastasierungsrisiko. Ferner ist eine Heilung in der metastasierten Situation anndhernd
unmaoglich. Demzufolge gibt es eine erhebliche wissenschaftliche Notwendigkeit, was sowohl
adjuvante als auch palliative Therapiekonzepte anbelangt. Grundlage zur Identifikation
neuartiger therapeutischer Ansatze bildet sicherlich ein verbessertes Verstandnis der Biologie
beider Erkrankungen. Aus diesen Erkenntnissen lassen sich dann entsprechend
vielversprechende Behandlungsstrategien entwickeln.

Die hier vorliegende kumulative Habilitationsschrift beschaftigt sich mit der Regulation und
Behandlungsansitzen von Krebsstammzellen (CSC) mit dem Fokus auf pankreatischen und
hepatischen Modellsystemen. Sie setzt sich aus mehreren Arbeiten zusammen, bei denen zum
einen Signalwege zur Regulation von (Krebs-)Stammzellen und deren Riickkoppelungsschleifen
analysiert werden und zum anderen die potentiell antineoplastische Wirkung von etablierten
Medikamenten auf diese untersucht wird. Hierzu wurden sowohl ,state of the art“ in vitro
Methoden als auch etablierte in vivo Mausmodelle verwendet. Die Arbeit versucht damit einen
Beitrag zu leisten, grundlagenwissenschaftliche Erkenntnisse translational umzusetzen. Zudem
wurde in einem klinischen Teilprojekt eine Kohorte pulmonal metastasierter PDACs retrospektiv
auf die Sinnhaftigkeit einer Metastasenresektion analysiert.

Aufgefiihrt werden hier die vier wichtigsten Arbeiten des Autors aus dem Bereich der

Krebsstammzellpathophysiologie.
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II.1 Auswirkungen von RSPO2-verstirktem kanonischen WNT-Signalweg auf das duktale
Adenokarzinom des Pankreas und seine Krebsstammzellen (llmer et al., Cancer

Research, 2015)

I1.1.1 Signifikanz

Diese Arbeit untersucht den Einfluss des kanonischen WNT-Signalwegs und dessen Verstarker
RSPO2 auf Krebsstammzellen (CSC) im PDAC. Hierbei sind sowohl die Empfindlichkeit auf diese
Signale als auch Riickkopplungsmechanismen tiber ERK entscheidende Elemente in der PDAC
Biologie. Eine zielgerichtete Therapie gegen diese Signalwege zusammen mit etablierten
Chemotherapeutika zur Eradikation von sowohl CSCs als auch differenzierten Pankreaskarzinom-

zellen konnte sich als hilfreich in der Behandlung erweisen.

I1.1.2 Wissenschaftlicher Hintergrund des Teilprojekts

Die 5-Jahres Uberlebensrate des PDAC liegt nach wie vor nur bei unter 10% und das PDAC wird
bis 2030 an die zweite Stelle der krebsbedingten Todesfélle in den westlichen Industrieldndern,
wie den USA oder auch Deutschland, riicken (Quante et al., 2016; Rahib et al., 2014). Patienten mit
anderen gastrointestinalen Malignomen konnten iiber die letzten Jahrzehnte deutlich von einer
verbesserten Therapie und damit verbunden einem lingeren Uberleben profitieren, wohingegen
sich dies bei Pankreaskarzinompatienten im selben Zeitraum nicht signifikant verandert hat.
Dafiir werden verschiedenste Griinde angefiihrt. Unter anderem ist das PDAC haufig refraktar
gegeniiber den meisten etablierten und traditionellen Behandlungsmodalitidten. Hier
eingeschlossen sind verschiedene chemotherapeutische Schemata, die chirurgische Resektion,
Radiotherapie oder auch deren Kombination. Als ursachlich dafiir angesehen wird unter anderem
die deutlich vermehrte desmoplastische Reaktion des umgebenden Stromas, welche den Tumor
durch den erhdhten intratumoralen Druck sowohl vor dem Erreichen von Chemotherapeutika als
auch der kérpereigenen Immunantwort schiitzt (Feig et al.,, 2012; Olive et al.,, 2009). Eine weitere
Erklarung fiir die Unwirksamkeit bestimmter Therapien stellt die sog. ,Cancer Stem Cell (CSC)

oder Krebsstammzell-Hypothese dar. Diese besagt, dass Tumoren in gewisser Weise hierarchisch
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aufgebaut sind, bei der die CSC an der Spitze dieser Pyramide steht und sich durch eine erhéhte
,Kapazitat zur Selbsterneuerung’ bzw. ,Tumorbildungsrate‘ in Tiermodellen auszeichnet (Saygin
et al,, 2018). Zudem scheinen CSCs im Vergleich zu nicht-CSCs weitere besondere Eigenschaften,
z.B. die Fahigkeit zur Metastasierung, Strahlen- oder Chemoresistenz, zu besitzen. CSCs werden
von entwicklungsbiologischen und damit archaischen Signalkaskaden reguliert. Zu diesen
gehoren u.a. Sonic Hedgehog, TGF-f3, Nodal/Activin sowie der kanonische und nicht kanonische
WNT Signalweg. Aus den genannten Griinden werden neue und effektive Therapiestrategien
benotigt, die nicht nur den Tumor im Allgemeinen in seinem Wachstum hindern, sondern auch
ganz gezielt Uiberaktivierte Signalwege in CSCs bzw. die Sekretion der jeweiligen Liganden aus
dem umgebenden Stroma verhindern.

Der kanonische WNT-Signalweg wird von vielen verschiedenen Komponenten sowohl an der
Zelloberflache als auch intrazelluldr kontrolliert. An der Zelloberflache geschieht dies durch
klassische Liganden-Rezeptor-Bindung aus WNT, LRP5/6 sowie Frizzled (Neth et al, 2007).
Zudem gibt es Inhibitoren dieses Komplexes wie RNF43 und ZNRF3, welche wiederum durch den
sogenannten Amplifikatorkomplex, bestehend aus den Rezeptoren LGR4/5/6 bzw. deren
Liganden R-Spondin (RSPO) (RSPO1-4), gechemmt werden kénnen. Dadurch wird ein bestehendes
WNT-Signal deutlich verstarkt (Virshup, 2015). Welche Rolle der Amplifikatorkomplex in der
Entstehung und Regulation des PDAC spielt, ist bislang unbekannt.

In diesem Teil des Habilitationsprojektes sollte daher die Rolle des kanonischen WNT Signalwegs
und insbesondere des WNT-Amplifikators RSPO2 auf Krebsstammzelleigenschaften des PDACs

untersucht werden.

1I.L1.3 Heterogene WNT-Aktivitat fiihrt zu funktionellen Unterschieden im PDAC

Um Effekte des kanonischen WNT-Signalwegs zu untersuchen, wurde zunichst das zugrunde
liegende Aktivierungsniveau ohne Stimulation gemessen. Dazu wurden PDAC Zellen mit einem
Luziferase-basierten SuperTOP/FOP (STF) Assay untersucht. Hier zeigte sich ein durchwegs
niedriges Aktivierungsniveau insbesondere im Vergleich zu Zellen mit mutationsbedingter

Aktivierung des kanonischen WNT-Signalwegs wie HepG2. Da das STF-Reporter-System jedoch
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die individuelle Zellvariabilitit der einzelnen WNT-Aktivierung nicht beriicksichtigt,
verwendeten wir zusatzlich ein lentivirales GFP-gekoppeltes WNT-Reporterkonstrukt (Fuerer &
Nusse, 2010), das die Expression von mCherry konstitutiv, die Expression von GFP jedoch nur in
Zellen mit aktiviertem WNT-Signalweg liefert. Hier zeigten sich nur wenige Zellen WNT-aktiviert
(WNThigh); im Durchschnitt waren dies etwa 0,5 - 3% aller PDAC-Zellen.

Berichte von Experimenten im Kolonkarzinom konnten bereits vor Erscheinen dieser Arbeit
zeigen, dass Zellpopulationen mit unterschiedlicher intrinsischer WNT-Aktivierung verschiedene
funktionelle Eigenschaften aufweisen konnen (Horst et al.,, 2012; Vermeulen et al., 2010). Daher
wurden WNThigh und WNTlow PDAC Zellen angereichert und dann im Vergleich zueinander
untersucht. Zundchst beobachteten wir deutliche morphologische Unterschiede zwischen
WNThigh - und WNT!ew - Populationen sowohl in zwei- als auch in dreidimensionalen Kulturen. Wie
erwartet zeigten die WNTlow - Zellen epitheliale Zellcluster bzw. eng gepackte Strukturen in
Spheroidform, die der der unsortierten L3.6pl-Zelllinie &hnlich waren. Im Gegensatz dazu bildeten
die WNThigh - Zellen langliche Formen (2D) mit weniger Zell-Zell-Kontakten sowie traubenartiger
Morphologie in 3D aus, die fiir mesenchymale PDAC-Zelltypen charakteristisch sind. Diese Effekte
konnten teilweise durch Behandlung mit WNT Inhibitoren, wie z.B. dem niedermolekularen
Inhibitor IWR1-Endo, riickgdngig gemacht werden. Die Fahigkeit zur Spheroidformation (SFA)
wird in diesem Zusammenhang hdufig als funktioneller Surrogatmarker fiir CSCs in vitro
verwendet und ist in WNThigh — Zellen des PDAC signifikant hoher als in WNTlew-Zellen. Auffallend
war der drastische Expressionsunterschied in der quantitativen RT-PCR-Analyse bei CSC-
assoziierten Genen wie z. B. SNAIL, NANOG, ZEB1 und WNT-Zielgenen in griin (AXIN2, LGR5,
RSP02), die im Vergleich von WNThigh - zu WNTlow - Zellen eine deutlich hoéhere Expression
aufwiesen. Differenzierungsmarker (MUC1, MUC4, CK20) hingegen waren tendenziell in WNThigh
- Zellen herabreguliert. Abschliefdend konnte auch auf Proteinebene mittels Western Blot gezeigt
werden, dass eine Hochregulierung des mesenchymalen Markers Vimentin und der
Transkriptionsfaktoren SNAIL und ZEB1 in WNThigh - Zellen im Vergleich zu WNTlow - Zellen

stattfindet.
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I.L1.4 Tumorigenes und metastatisches Potential von WNT-aktiven PDAC Zellen

Im Folgenden wurde die Rolle von WNThigh bzw. WNTlow PDAC Zellpopulationen in Bezug auf ihr
tumorigenes Potential in Xenotransplantaten der Maus untersucht. Hierzu wurden immun-
supprimierte, athyme Nu/Nu-Mause verwendet. WNThigh - und WNTlew - Subpopulationen
wurden, wie bereits beschrieben, angereichert und anschlieffend in unterschiedlichen
Verdiinnungen in mannliche athyme Nu/Nu-Méause subkutan implantiert. WNThigh bildeten zum
einen bedeutend frither Tumoren aus, die zudem im Vergleich auch wesentlich schneller
proliferierten. Mit verschiedenen Dilutionsreihen konnte dann gemaf3 Hu et al. (2009) die CSC-
Frequenz der jeweiligen Subpopulation berechnet werden (Hu & Smyth, 2009).

Da subkutane Mausmodelle die Mikroumgebung der Organe nur ungeniigend rekapitulieren,
wurden in einem nachsten Schritt beide Subpopulationen in einem orthotopen Modell untersucht.
Zu diesem Zweck reicherten wir erneut WNThigh - und WNTlow - Zellen an und implantierten je
100.000 Zellen in den Schwanz des Pankreas von mannlichen athymen Nu/Nu-Mdausen. Alle
implantierten Zellen bildeten Tumore, jedoch waren die Tumorvolumina in der WNThigh -
Population signifikant hoher. Aus dieser ersten Generation von orthotopen Tumoren isolierten
wir Zellen und sortierten erneut die WNThigh — Zellen aus WNThigh — gebildeten Tumoren bzw.
WNTlow - Zellen aus WNT!ow — Tumoren aus. Diese wurden anschliefend in Empfanger der zweiten
Generation implantiert. Auch hier wuchsen Tumoren aus allen Injektionen, wobei bei Tumoren
aus der WNThigh - Gruppe ein schnelleres Tumorwachstum sowie deutlich grofiere
Tumorvolumina beobachtet werden konnten. Zudem schien sich mit jeder weiteren, hoheren
Generation die Anzahl der WNThigh Zellen zu vermehren.

Interessanterweise konnten wir auch isolierte Metastasen in WNThigh - Tumoren (z. B. in der Milz
und im Peritoneum) nachweisen. Dartiber hinaus lieferten von Metastasen abgeleitete Zellen in
SFA-Experimenten eine hohere Anzahl von GFP-positiven Zellen und Sphiren mit vermehrt
mesenchymaler Morphologie als Tumorzellen aus dem Primartumor (Ilmer, Boiles, et al., 2015).
Des Weiteren besafden von Metastasen abgeleitete PDAC-Zellen in der Regel eine ausgepragtere

Fahigkeit zur Spheroidbildung als primare Tumorzellen. Dies bestéatigt, dass die Verwendung von
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SFAs in unserem Modellsystem ein valides System zur Vorhersage von sowohl Anoikis-

resistentem Wachstum in vitro als auch Tumorigenese und Metastasierungsfahigkeit in vivo ist.

I.L1.5 Erhohte WNT - Aktivitat fordert die Chemoresistenz im PDAC

Wie einleitend beschrieben, ist die intrinsische oder erworbene Arzneimittelresistenz ein klinisch
charakteristisches Kennzeichen von PDAC, insbesondere seiner CSCs (Domingo-Domenech et al,,
2012). Um dies im Hinblick auf den WNT-Aktivierungsstatus im PDAC zu untersuchen,
implantierten wir PDAC Zellen als orthotope Xenotransplantate und randomisierten diese in zwei
Gruppen mit einer Kontrollgruppe und einer mit Gemcitabin behandelten Gruppe. Die
resultierenden Tumore wurden nach 4 Wochen explantiert und anschlieflfend mittels
Durchflusszytometrie auf ihre GFP-Positivitat analysiert. Die Behandlung mit Gemcitabin erhohte
die Zahl der GFP-positiven, also WNThigh-Zellen in vivo um das 3,4- bis 15,5-fache. Als néchstes
untersuchten wir, ob Gemcitabin dhnliche Wirkungen in vitro hat. Durch 72-stiindige Exposition
der Tumorzellen auf Gemcitabin erhdhte sich die relative Anzahl der GFP-positiven Zellen
ebenfalls und zwar um das 1,7- bis 6,7-fache.

Im Umkehrschluss besafien frisch sortierte WNThigh-Zellen eine signifikant hohere Resistenz
gegeniiber Gemcitabin und damit verbunden einen héheren ICso - Wert (15,12 ng/ml gegeniiber
6,15 ng/ml). PDAC-Zellen, die von orthotopen WNThigh Xenotransplantaten der ersten oder
zweiten Generation stammten, besafien von Natur aus eine erhéhte Resistenz sowohl gegen

Gemcitabin als auch gegen TRAIL (Ling Zhang et al., 2010).

1.L1.6 RSPO2 beeinflusst vor allem WNT-responsive PDAC Zellen

Um ein besseres Verstindnis der zugrunde liegenden Reaktionen von PDAC-Zellen auf
extrinsische WNT-Liganden und -Amplifikatoren, wie auf Mitglieder der RSPO-Familie, zu
erhalten, stimulierten wir verschiedene Zelllinien mit rekombinantem, humanen (rh) WNT3a,
rhRSPO2 oder einer Kombination davon. Wie bereits berichtet (Arensman et al., 2013), kobnnen
PDAC-Zellen in Zelllinien mit niedrigem Ansprechen (z. B. AsPC1, PATX1) bzw. hohem
Ansprechen (z. B. BxPC3, L3.6pl) gruppiert werden; die erwahnte Studie konzentrierte sich jedoch
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lediglich auf die Induktion des WNT-Signals durch Behandlung mit CHIR990221 oder WNT3-
konditioniertem Medium. Laut den neuesten TCGA-Daten war RSPO2 der einzige WNT-
Amplifikator, der im Vergleich zu normalem Pankreasgewebe im PDAC hochreguliert war.
Obwohl nicht statistisch signifikant, waren die RSPO2-Kopienzahlen in demselben Datensatz in
fortgeschrittenen Tumor- und Lymphknotenstadien tendenziell hoher exprimiert. N1-Stadien
tendierten im Vergleich zu NO-Stadien dazu hohere RSPO2-Proteingehalte in Gewebe-Mikroarray
ZU exprimieren.

In weiteren in vitro Experimenten beobachteten wir, dass die Behandlung mit RSPO2 alleine oder
in Kombination mit WNT3a sehr geringe Auswirkungen auf das WNT-Aktivierungsniveau in
Zellen mit niedriger Empfanglichkeit hat, wahrend schnellreagierende Zellen (BxPC3, L3.6pl)
deutlich auf WNT3a, RSPO2 sowie deren Kombination reagierten.

Das Zusammenspiel bzw. Riickkopplung von kanonischem WNT- und dem ERK1/2-Signalweg
wurde bereits in unterschiedlichen Organsystemen beschrieben. Eine erhohte ERK1/2-
Aktivierung scheint WNT im Melanom zu hemmen, wihrend die Uberaktivierung von WNT / §-
Catenin im Darmkrebs ERK1/2 stimuliert (Biechele et al., 2012; Guardavaccaro & Clevers, 2012;
Jeong et al., 2012). Aktuelle Daten zeigen eine gleichzeitige Aktivierung von WNT und ERK1/2
wahrend der Tumorigenese von PDAC (Yaqing Zhang et al., 2013). Dementsprechend sollte hier
untersucht werden, ob eine dhnliche Verbindung in unserem System besteht.

Um diese komplexen Wechselwirkungen besser zu verstehen, fiihrten wir Behandlungen mit
RSPO2 / WNT3a (R/W), dem ERK-Inhibitor U0126 oder dem WNT-Inhibitor IWP2 fiir 3 Tage
durch. RSPO2 / WNT3a fiihrte dabei zu erhohtem p-LRP6 / LRP6, Aktivierung von pERK1/2,
Verminderung von E-Cadherin und Induktion von SNAIL und ZEB1. Demgegentiber fiihrte eine
U0126-Behandlung zur Inhibition von pERK1/2 und SNAIL / ZEB1. IWP2 reduzierte p-LRP6,
LRP5, Dvl2-, SNAIL- und p-ERK-Spiegel stark. Bemerkenswerterweise reduzierte sowohl die
U0126- als auch die IWP2-Behandlung die p-ERK- und ZEB1-Spiegel wahrend sich die E-
Cadherin-Spiegel erhohten. Dieser Umstand lasst darauf schliefRen, dass ERK downstream von
kanonischem WNT und ZEB1 reguliert wird. In vivo konnte pERK1/2 vorwiegend in Bereichen

der Invasionsfront gefunden werden und korrelierte dort mit einer hoheren Anzahl von GFPhigh -,
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also WNT-aktiven, Zellen. UO126 fiihrte dosisabhdngig zu erhohten WNT-aktivierenden Effekten
von RSPO2. Dies deutet somit in der Gesamtschau auf eine negative Riickkopplungsschleife von
pERK1/2 auf LRP6 im PDAC hin.

PDAC-Zellen dndern ihr phénotypisches Erscheinungsbild bei konstanter WNT- oder ERK-
Hemmung drastisch. Entsprechend der Herabregulierung der EMT-Transkriptionsfaktoren ZEB1
(durch UO126-Behandlung) oder SNAIL (durch IWP2-Behandlung) wurden PDAC-Zellen
morphologisch epithelialer. Interessanterweise besitzen wohl insbesondere die meisten
mesenchymalen im Vergleich zu epithelialen PDAC-Zelllinien hohere p-ERK-Werte (Ilmer, Boiles,
etal, 2015a).

Hemmung von ERK oder 3-Catenin oder deren Kombination durch siRNA wirkte sich deutlich
inhibierend auf das Spharenbildungspotential aus, womit sich die Bedeutung der beiden

Signalwege fiir CSC-ahnliche Zellen im PDAC bestatigt.

I.L1.7 Diskussion und Relevanz der Ergebnisse

Metastasenbildung und Medikamentenresistenz sind essentielle Tumormerkmale, die die
Prognose, Morbiditdt und Mortalitdt von Patienten bestimmen und chirurgische Mafinahmen
verhindern konnen. Das Krebsstammzellmodell wurde aus der Beobachtung entwickelt, dass in
vielen Tumoren eine relativ seltene neoplastische Zellsubpopulation die Tumorausbreitung und
das Uberleben zu beeinflussen scheint (Ailles & Weissman, 2007; P. C. Hermann et al., 2007;
Wellner et al., 2009). Das Verhalten von Krebsstammzellen (CSC) wird zum Grofdteil durch
entwicklungsbiologische Signalwege wie Sonic Hedgehog (SHH), Notch und WNT (Scheel &
Weinberg, 2012; Takebe, Harris, Warren, & Ivy, 2010; Vermeulen et al., 2010) reguliert, was
darauf hindeutet, dass CSCs dynamisch sind wund durch Verdnderungen der
Tumormikroumgebung beeinflusst werden konnten (Lu et al., 2013; Mani et al., 2008; Medema &
Vermeulen, 2011). In dieser Arbeit beschéftigten wir uns daher mit der Frage, ob kanonische

WNT-Signale eine Rolle bei der Regulierung von Stammzellqualitaten im PDAC spielen.
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Wir konnten hier zum einen zeigen, dass eine hohe WNT-Aktivitdt mit einem EMT-Phanotyp
korreliert, was mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit zur Entwiklung von CSCs fiihrt. Zweitens
definieren dieselben Zellen eine stark tumorigene Subpopulation von PDAC-Zellen. Dartiber
hinaus zeigten unsere Experimente, dass WNThigh-Zellen in vivo bevorzugt WNThigh-Nachkommen
hervorbringen, die mit hoherer Wahrscheinlichkeit metastasierten und RSPO2 produzierten,
wahrend WNTlow-Zellen in Transplantaten der zweiten Generation nicht mehr dazu in der Lage
waren und nie metastasierten. Drittens fanden wir in aggressiven, primdren murinen PDAC-
Zellen des KPC-Mausmodells, dass CSCs von PDACs WNT-Amplifikatormolekiile im Vergleich zu
ihren differenzierteren Gegenstiicken iiberexprimierten (Ilmer, Boiles, et al., 2015a). Bei weniger
aggressiven murinen PDACs war dieser Effekt nur marginal. Viertens erwiesen sich WNThigh-
sortierte Zellen und von WNThigh-Tumoren abgeleitete Zellen als resistenter sowohl gegen das
Standardchemotherapeutikum Gemcitabin (einem Desoxycytidin-Analogon) als auch gegen
TRAIL. Diese Ergebnisse zeigen, dass die intrinsisch hohe Aktivierung des kanonischen WNT-
Signals in PDAC eine Population von (aggressiven) Zellen mit Krebsstammzelleigenschaften

definieren kann.

Wir fanden zudem heraus, dass RSPO2 in WNThigh - Pankreaskarzinomzellen und -tumoren, mit
CSC angereicherten Spharoiden sowie in mit Gemcitabin behandelten Zellen tiberexprimiert wird,
was auf eine hohe Bedeutung dieses WNT-Signalverstarkers im PDAC hindeutet. Dariiber hinaus
konnte RSPO2 allein das CSC-Verhalten in vitro erhohen. Eine Datenbankanalyse ergab, dass eine
mutmafiliche RSPO2-Amplifikation bei Bauchspeicheldriisenkrebs in einer grof3en Anzahl (~8%)

an Fallen vorliegen konnte (TCGA-Daten, www.cbioportal.org). Als einziges Mitglied der R-

Spondin-Familie zeigte RSPO2 eine signifikant hohere Genexpression im PDAC im Vergleich zu
normalem Pankreasgewebe. Wir fanden geringfiigig mehr RSPO2high - H-Scores in N1 gegeniiber
NO in TMA-Datensdtzen und positive Korrelationen mit RSPO2high - und Zeb1high - H-Scores, was
die Rolle von RSPO2 in Pankreas-CSCs zuséatzlich unterstreicht.

Mechanistisch konnten wir zeigen, dass intrinsische oder extrinsische WNT-Stimuli zu einer

konsekutiven ERK-Aktivierung fiithren. Beide Wege (WNT und ERK) schienen die EMT-
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Transkriptionsfaktoren SNAIL (iiber WNT) und ZEB1 (iiber ERK) unabhdngig zu kontrollieren.
Die Aktivierung von ERK durch erhohte WNT-Aktivitat konnte dariiber hinaus in diesem Fall ein
negativer Regulator in einem fein abgestimmten Riickkopplungsmechanismus von CSCs im PDAC
sein.

Zusammenfassend bietet diese Arbeit Einblicke in die interzellulare WNT-Heterogenitdt in PDAC-
Zellen sowohl desselben Tumors als auch in verschiedenen Tumoren. Wir konnten auch zum
ersten Mal zeigen, dass der kanonische WNT-Signalweg amplifiziert durch RSPO2 in einer
Untergruppe von Zellen CSC-Merkmale verstarkt und dass die RSPO2-Produktion vermutlich von
der PDAC Zelle selbst oder aus benachbarten Zellen in der Tumormikroumgebung stammen
konnte. Die nachfolgende ERK-Aktivierung verstarkt oder reguliert WNT am ehesten in einem
negativen Feedback-Loop. Daher konnte ein Test auf RSPO2-Uberexpression PDAC-Patienten
identifizieren, die von einer Kombinationstherapie, z. B. mit Gemcitabin sowie alternierend ERK
bzw. kanonischer WNT-Inhibitoren, profitieren kénnte.

Das Konzept der phdnotypischen EMT / MET-Plastizitit im Vergleich zur genetischen
Pradisposition (stationdrer EMT / CSC-Zustand) im Kontext der Metastasierung wurde kiirzlich
in einem wegweisenden Ubersichtsartikel diskutiert (Brabletz, 2012). Hier wurde erértert, ob im
Falle von EMT / MET-fahigen Krebszellen epigenetische Faktoren epitheliale Tumorzellen
modifizieren, die dann als EMT-transformierte CSCs zirkulieren und nach MET eine differenzierte
epitheliale Metastase bilden. Im {ibertragenen Sinn konnten in unserem Modell RSPO2-
responsive Zellen fiir diesen phanotypischen Plastizitats-typ reprasentativ sein, wahrend RSPO2-
unempfindliche Zellen die Zellen des "Steady-State" -Typs verkorpern konnten. Letztendlich
nehmen wir an, dass nicht das Basisniveau von WNT, sondern die funktionelle Reaktion und
Anpassungsfahigkeit an kontextabhangige WNT-Signale die Determinante fiir CSC-Artigkeit im

PDAC sein konnte.
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1.2 Einfluss des JNK-Signalwegs auf das Apoptoseverhalten von PDAC und seinen CSCs

nach TRAIL-Behandlung (Recio-Boiles und limer et al., Oncotarget, 2016)

Das PDAC ist, wie bereits erwahnt, typischerweise mit Medikamentenresistenz, friiher
Metastasierung und somit auch einem ungiinstigen Gesamtiiberleben vergesellschaftet. Derzeit
ist die Resektion die einzige potenziell kurative therapeutische Option fiir PDAC-Patienten
(Hartwig, et al., 2013). Der frithe Nachweis dieses stromareichen, desmoplastischen Tumors ist
wegen langer symptomfreier Intervalle schwierig (Olson & Hanahan, 2009). Obwohl zahlreiche
Anstrengungen unternommen wurden, um das molekulare und klinische Verstiandnis des PDAC
zu verbessern, ist eine medikamentdse Behandlung bisher unbefriedigend und das 5-Jahres-
Uberleben hat sich in den letzten Jahrzehnten nur geringfiigig, dank des zunehmenden Einsatzes
von FOLFIRINOX, verbessert (Conroy et al., 2011; 2018).

Spontane genetische Mutationen machen eine erfolgreiche Behandlung relativ schwierig, da
damit den Pankreastumoren Mittel zur Verfliigung stehen, um verfliigbaren Therapien zu
entgehen. Der c-Jun N-terminale Kinase (JNK) - Signalweg ist einer der im PDAC aktivierten Wege.
Sein Transkriptionsfaktor c-Jun kann durch zellularen Stress, z. B. Hypoxie oder Entziindungs-
signale, induziert werden und reguliert neben anderen zelluldren Prozessen auch Apoptose
(Takahashi et al, 2013). JNK1 inhibiert Apoptose und JNK2 erhéht die Uberlebensrate von
Tumorzellen durch Aktivierung von AKT. Beide Isoformen sind an der Endothel-Anheftung
beteiligt und JNK3 kann die Extravasation zirkulierender Tumorzellen (CTCs) erleichtern. Die
verschiedenen JNK-Isoformen spielen auch eine Rolle bei der Besiedlung metastatischer Nischen.
Angesichts dessen konnte sich eine pan-JNK-Hemmung im Rahmen der Krebstherapie als
besonders wirksam erweisen (Ebelt et al., 2013). Dariiber hinaus wurde bereits gezeigt, dass [NK
haufig in PDAC downstream von onkogenem KRAS aktiv ist (Davies et al, 2014) und dass die
Inaktivierung des JNK-Signals iiber verschiedene Mechanismen die Apoptose-Induktion in
einigen hepatozellularen Karzinomzellen (HCC) erhohen kann. Der JNK-Signalweg spielt auch
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Selbsterneuerung und der Tumorigenese von
Krebsstammzellen (CSCs) bei Gliomen (Yoon et al.,, 2012) und im PDAC (Okada et al,, 2014).
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CSCs weisen bemerkenswerte Fahigkeiten zur Selbsterneuerung, Tumorigenese,
Medikamentenresistenz und Anpassungsfiahigkeit an die sich verdndernde Mikroumgebung auf.
Als solche werden CSCs als Treiber in der Chemoresistenz und Metastasierung angesehen (Y. Liu
etal, 2015; Lonardo et al.,, 2011; Todaro et al., 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es selektiv molekulare Wege zu identifizieren, die das
Krebswachstum, insbesondere das von CSCs, wirksam hemmen koénnen. Im Mittelpunkt stand
daher, ob JNK-Signale eine entscheidende Rolle bei differenzierten PDAC bzw. bei Pankreas-CSCs
spielen. Daraus abgeleitet sollte ein Weg identifiziert werden, der zu einer Herabregulierung der
Decoy-Rezeptoren 1 und 2 (DcR1 / 2) fiihrt, ohne die Physiologie normaler gewebestindiger
Stammzellen zu beeintrachtigen. Dies sollte auch unter hypoxischen Bedingungen, dhnlich der
desmoplastischen Umgebung von PDACs, gelten. Dementsprechend haben wir das Konzept der
niedrig dosierten JNK-Inhibition in Kombination mit niedrig dosiertem TRAIL als moglichen

neuen und selektiven therapeutischen Ansatz fiir CSCs im PDAC untersucht.

I.2.1 JNK reguliert das Wachstum und Uberleben im PDAC

Um die Rolle und den Mechanismus von JNKim PDAC zu verstehen, behandelten wir verschiedene
gut charakterisierte Pankreaskarzinom-Zelllinien mit dem JNK-Inhibitor SP600125 in
Konzentrationen zwischen 0,5 und 20 uM, was bis zu 20-fach unterhalb der typischerweise in in-
vitro-Studien verwendeten Dosis liegt (Konno et al., 2014; Mingo-Sion et al., 2004; Tinghu Zhang
et al, 2012). In vorausgehenden Publikationen wurde gezeigt, dass SP600125 ein selektiver
Inhibitor von JNK ist und eine 300-fache Selektivitat fiir JNK im Vergleich zu ERK2, p38 und der
nicht verwandten Serin-Threonin-Kinase PKA aufweist (Bennett et al., 2001).

Die Behandlung mit niedrigen Dosen SP600125 (0,5 uM oder 1,0 uM) fiihrte zu keiner
signifikanten Auswirkung auf die Viabilitat in Pancl-, MiaPaCa2-, L3.6pl-, Patx1- und HS766T-
Zellen. Erst hohe Dosen (5,0 bis 20,0 pM) verringerten die Viabilitit der Zellen deutlich. Die
Auswirkung von JNKi auf das klonogene Wachstumsverhalten von PDAC Zellen wurde mit Hilfe

von Koloniebildungsassays bestimmt. Eine quantitative Analyse nach 10 Tagen zeigte eine

17



HABILITATIONSSCHRIFT DR. MED. MATTHIAS ILMER

dosisabhdngige Hemmung sowohl der Anzahl als auch der Grof3e der Kolonien. Dies war bereits
bei niedrig dosiertem JNKi signifikant (0,5 pM).

Um den mechanistischen Hintergrund zu beleuchten, fithrten wir qRT-PCR Analysen fiir etablierte
JNK-Zielgene (darunter c-Jun, Survivin, CKD1, MMP1 und c-Myc) in unbehandelten und mit JNKi-
behandelten PDAC Zellen in niedriger Dosierung (0,5 uM) durch (Kuntzen etal., 2005). JNK- sowie
CSC-Zielgene (CD24, EpCAM, BMI1 und LGR5) waren nach der Behandlung signifikant
herunterreguliert.

Da JNKi bekannte CSC-Zielgene zu hemmen schien, sollte die Rolle von JNK in CSCs genauer
untersucht werden. Zur quantitativen Schatzung der Anzahl der CSCs wurde erneut ein SFA, wie
in 5.1 beschrieben, verwendet. Ahnlich wie bei der JNKi-induzierten Reduktion der
Koloniebildung reduzierte eine Behandlung mit JNKi bereits ab einer Konzentration von nur 0,5
uM sowohl die Anzahl als auch die Grofie der Sphéroide in MiaPaCa2 und L3.6pl signifikant,
wahrend Pancl 1 pM bendétigte.

Um die Auswirkungen von JNKi auf die CSC-Eigenschaften besser zu verstehen, fiihrten wir qRT-
PCR Experimente der CSC-Marker Oct3/4, Nanog, Sox2 und CD44 durch. Es zeigte sich, dass die
Expression dieser CSC-Marker in Sphéroiden signifikant hoher war als bei differenzierten PDAC
Zellen. Niedrig dosiertes (0,5 pM) JNKi senkte jedoch die Expression dieser CSC-Marker in CSCs
auf Werte, die anndhernd denen differenzierter PDAC Zellen waren, was darauf hindeutet, dass
JNKi-behandelte CSCs ihren CSC-Phanotyp in der Spharoidkultur zumindest teilweise verlieren

konnten.

1.2.2 JNKi sensibilisiert PDAC fiir TRAIL-induzierte Apoptose unabhangig von CSC- bzw.
Resistenzstatus

Krebszellen zeigen im Vergleich zu nicht-malignen Zellen eine erhohte Expression der TRAIL-

Rezeptoren DR4 und DR5, was TRAIL zu einem natiirlichen Apoptoseinduktor mit einer

bevorzugten Wirkung auf Krebszellen macht (Lemke et al.,, 2010). MTT-Assays zeigten jedoch,

dass CSCs gegeniiber TRAIL-induziertem Zelltod signifikant resistenter sind als differenzierte

PDAC Zellen. Weitere Apoptose-experimente konnten zeigen, dass niedrig dosiertes JNKi
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(SP600125 oder JNK-IN-8 mit 500nM) bzw. TRAIL (10 ng/ml) allein nur einen mafdigen Effekt auf
die Viabilitat von PDAC Zellen hatte.

Da wir nach der Behandlung mit JNKi eine erhebliche Verringerung des CSC-Potentials beobachtet
hatten, untersuchten wir die Auswirkungen der Kombination JNKi und TRAIL unter der Annahme,
dass eine Kombination aus niedrig dosiertem JNKi (0,5 uM) bzw. TRAIL (10 ng/ml) klinisch
erreichbar und damit ein gilinstiges Nebenwirkungsprofil hat. Die Kombination fiihrte zu einer
deutlichen Verringerung der Viabilitat in allen drei getesteten Krebszelllinien. Zusatzlich zeigte
sich, dass PDAC Spharoide hochsignifikant auf die Kombination sowohl in Anzahl als auch Gréfe
ansprachen. Dariiber hinaus wurde deutlich, dass mit JNKi und TRAIL in Kombination eine
erhohte Apoptose-Aktivitat im Vergleich zu TRAIL alleine in einem FITC-Annexin-V-Apoptose-
Detektionsassays erreicht wurde.

In einem weiteren Schritt sollte Uberpriift werden, ob PDAC-Zellen mit erworbener TRAIL-
Resistenz durch JNKi gegentiber einer Behandlung mit TRAIL-induzierter Apoptose sensibilisiert
werden konnen. Dazu wurde eine TRAIL-resistente Zelllinie mit erworbener Resistenz erstellt
und mit ihrer nicht sensibilisierten Mutter-Zelllinie verglichen. Die Wirkung des bereits
etablierten Regimes mit niedrig dosiertem JNKi (0,5 uM) und TRAIL (10 ng/ml) zeigte auch hier
Wirkung in Bezug auf Zelltodinduktion sowie SFA-Formation.

Gleichzeitig konnten wir aber in einem zentralen Punkt dieser Arbeit zeigen, dass die Behandlung
mit den Wirkstoffen alleine bzw. deren Kombination auf gewebestindige Stammzellen des
Fettgewebes (hASCs) weder eine Auswirkung auf ihr Proliferations- noch auf ihr
Differenzierungsverhalten hatte. Somit kann postuliert werden, dass JNKi und TRAIL alleine oder
in Kombination die Funktionalitit von adulten hASCs in der angewendeten Dosis nicht
beeintrachtigt. Dasselbe konnte auch unter hypoxischen Bedingungen repliziert werden (Recio

Boiles et al., 2016).
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11.2.3  JNKi und TRAIL in Kombination reduzieren PDAC Tumorwachstum

Um der klinischen Situation gerecht zu werden, injizierten wir PDAC Zelllinien in orthotopen
Xenomodellen wiederum in den Pankreasschwanz von méannlichen, athymen Nu/Nu- Mausen und
behandelten die Tiere nach einer entsprechender Wachstumsvalenz mit TRAIL, JNKi, der
Kombination sowie dem Standardchemotherapeutikum Gemcitabin fiir vier Wochen. Wir
konnten zeigen, dass TRAIL und vor allem die Kombination mit JNKi, das Tumorwachstum sowie
das Tumorgewicht deutlich reduzierten. Wie bereits in vitro beobachtet, stellten wir fest, dass die
p-c-Jun-Expression als Zeichen des aktivierten JNK-Signalwegs in mit JNKi/TRAIL behandelten
Tumoren im Vergleich zur Vehikelkontrolle stark reduziert war.

Um die zugrunde liegende molekulare Assoziation von JNK-Aktivierung und TRAIL-Resistenz
besser zu verstehen, behandelten wir PDAC mit JNKi, TRAIL oder der Kombination fiir 24h. In
Sandwich-ELISA Versuchen zeigte sich eine erhdhte Sekretion von IL-8 nach TRAIL-Behandlung,
was durch zusatzliches JNKi merklich inhibiert wurde. IL-8 wiederum induzierte DcR1, den IL-8
- Rezeptor CXCR1 sowie IL-8, was letztendlich zu einer positiven Riickkoppelung fiihren konnte.
JNKi hingegen verminderte diese Effekte auf das Ausgangsmafi oder sogar darunter.
Zusammengefasst ergeben unsere Ergebnisse das folgende Modell: Pankreas-CSCs entgehen der
TRAIL-induzierten Apoptose durch Aktivierung des JNK-Signals, was wiederum zu einer erh6hten
IL-8-Sekretion und TRAIL-Resistenz durch Herunterregulierung von DR4 / DR5 und
Hochregulierung von DcR1 fiihrt. IL-8 induziert die Expression seines eigenen
Zelloberflachenrezeptors CXCR1, was zu einer autokrinen Riickkopplungsschleife fiihrt. Dies
konnte vermutlich die TRAIL-Resistenz in Pankreaskarzinomen aufrechterhalten. Andererseits
konnte diese Riickkoppelung durch JNKi (SP600125), alL-8 oder aCXCR1 auf mehreren Ebenen

unterbrochen werden, wodurch der TRAIL-empfindliche PDAC-Subtyp wiederhergestellt wird.

1.2.4 Diskussion und Relevanz der Ergebnisse
JNK reguliert vermutlich CSCs und stellt einen moglichen Ausweg aus der Apoptose dar, wobei

der Grofdteil dieser Daten aus Studien mit hepatozelluldrem Karzinom stammt (Choi, 2013; Mucha
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et al,, 2009). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass CSC-dhnliche Gliomzellen vom JNK-Signalweg
abhéngen, was diesen als attraktives Ziel fiir therapeutische Strategien pradestiniert (Chen, 2012;
Yoon et al, 2012). Interessanterweise zeigen neuere Studien, dass onkogenes KRAS eine
essentielle Achse mit dem JNK-Weg, der die Bildung von Pankreastumoren regulieren kann, bildet
(Okada et al., 2014).

In dieser Arbeit fanden wir heraus, dass eine niedrig dosierte JNK-Hemmung (JNKi) die
Wachstumsmuster und Funktionalitit verschiedener Pankreaskarzinomzelllinien, mit CSC
angereicherter Spharoide und Tumoren in vivo, signifikant verringert. Diese Erkenntnisse legen
nahe, dass JNK im PDAC fiir proliferative Aktivitaten von differenzierten Tumorzellen sowie die
Regulierung der Selbsterneuerung in Pankreas-CSCs wichtig sind.

In einem Versuch, den antiproliferativen Effekt von JNKi fiir einen translationalen Antitumor-
Ansatz zu potenzieren, kombinierten wir niedrig dosiertes JNKi mit einem natiirlichen Apoptose-
induzierenden Wirkstoff. Hier entschieden wir uns fiir TRAIL, welches von vielen Geweben
produziert wird und aufgrund seiner Expression durch die funktionellen TRAIL-Rezeptoren DR4
und DR5 hauptsachlich in neoplastischen Zellen extrinsische Apoptose induziert (Mohr, Yu, &
Zwacka, 2015). Im Falle von PDAC wird der TRAIL-induzierte Zelltod hauptsachlich durch DR4
vermittelt (Lemke et al., 2010). Viele Tumore entwickeln jedoch auch Resistenzmechanismen,
indem sie intrinsische Inhibitoren der Apoptose, z. B. c-FLIP oder die nicht funktionalen Decoy-
TRAIL-Rezeptoren DcR1 oder DcR2 (Lidong Zhang & Fang, 2005; Ling Zhang et al., 2010)
hochregulieren. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von JNKi und TRAIL die
Viabilitat in Tumorzellen und in noch stiarkerem Mafie in CSCs reduziert. Bemerkenswerterweise
tiberwindet JNKi sogar die erworbene TRAIL-Resistenz in PDAC und CSCs, indem DR4 und DR5
hoch- und DcR1 und DcR2 herunterreguliert werden. Ahnliche Effekte wurden in mehreren
orthotopen Pankreastumoren beobachtet und das bei bis zu 40-fach niedrigeren Konzentrationen
als in anderen Arbeiten (Waugh & Wilson, 2008).

Dartber hinaus zeigen wir, dass JNKi, TRAIL und die Kombination dieser beiden Wirkstoffe (in
bis zu fiinffacher Dosierung der in unseren in vivo-Experimenten verwendeten Dosen) keinen

Einfluss auf die Proliferation, das Uberleben und vor allem auf die funktionelle
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Differenzierungsfiahigkeit von hASCs hatten. Dies deutet darauf hin, dass das Konzept der JNKi /
TRAIL-Kombinationstherapie von Patienten mit Bauchspeicheldriisenkrebs klinisch gut
vertragen werden konnte.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass JNK ein wichtiger regulatorischer Signalweg in
Pankreas-CSCs ist. Seine Hemmung bietet einen neuartigen, selektiven Ansatz zur Behandlung

von PDAC, indem er sowohl auf differenzierte als auch (resistente) CSCs abzielt.

II.3 Therapeutischer Wert der NK1R-Blockade in soliden Tumoren und CSCs (limer et al.,

Molecular Cancer Therapeutics, 2015)

Wir konnten in vorhergehenden Publikationen sowohl in vitro als auch in vivo zeigen, dass die
Blockade des Neurokinin 1 Rezeptors (NK1R), dem entscheidenden Rezeptor fiir Substanz P (SP),
zu einem deutlich verminderten Tumorzellwachstum im Hepatoblastom (Berger et al., 2014) und
kolorektalen Karzinom (CRC) (Garnier et al, 2015) fiihrt. Bis dato war der molekulare
Mechanismus als Treiber hinter dieser Inhibition aber vo6llig unklar. Daher sollte in diesem
Teilprojekt dieser Aspekt erforscht werden. Als Modell wurde das Hepatoblastom (HB), die
haufigste maligne Lebererkrankung im Kindesalter, herangezogen. Ahnlich dem PDAC entwickelt

es schnell Resistenzen gegen multiple Therapien.

11.3.1 NKI1R Inhibition fiihrt konsekutiv zur Hemmung von AKT und WNT

Um zu untersuchen, welche Signalwege von der NK1R-Hemmung betroffen sind, behandelten wir
die humanen HB-Zelllinien HepT1, HepG2 und HuH6 mit 20 und 40 uM Aprepitant. Diese wurden
dann auf Anderungen ihres Proteinexpressionsniveaus mittels ,Reverse Phase Protein Array'
(RPPA) durchgemustert (Hennessy et al., 2010). In diesem Array werden Proben auf 172 Proteine
und Phosphoproteine analysiert, die mit haufig dysregulierten Tumorsignalwegen assoziiert sind.
Wir fanden heraus, dass sich nur wenige dieser Signalwege signifikant verdnderten. Wie aus der
bereits erwdhnten Arbeit erwartet (Berger et al., 2014), induziert eine Behandlung mit Aprepitant

die Hochregulierung von Caspase 7, die maf3geblich zur Apoptose beitragt. Zudem deutete dieses
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Screening darauf hin, dass mehrere Proteine, die dem AKT / mTOR - bzw. WNT - Signalwegen
zuzuordnen sind, signifikant modifiziert werden.

Um die Ergebnisse der RPPA-Analyse zu validieren, wurde zunidchst der AKT-Weg genauer
untersucht. Wir behandelten die HB-Zelllinien HepT1, HepG2 und HuH6 24 Stunden lang mit
Aprepitant und analysierten die mRNA-Expressionsniveaus von AKT1 und AKTZ2 mittels qRT-PCR.
Steigende Aprepitant-Dosen fiihrten zu einer Abnahme von AKTI und AKTZ2. Zusatzliche
Immunfluoreszenzfarbungen von p-mTOR (S2448) in behandelten HB-Zellen deuteten auf eine
Aktivierung von mTOR durch Translokation in den Zellkern hin.

Um den Einfluss von Aprepitant auf den kanonischen WNT - Signalweg weiter zu untersuchen,
fiihrten wir STF-Assays durch und fanden nach Behandlung mit zunehmenden Aprepitant-Dosen
eine robuste Hemmung der WNT-AKktivitat in allen HB-Zelllinien. Diese Ergebnisse wurden durch
gRT-PCR validiert. Hier zeigte sich, dass LGR5, CTNNB1 und AXINZ nach AP-Behandlung
dosisabhdngig herunterreguliert wurde. Kiirzlich wurde gezeigt, dass FOXM1 eine wesentliche
Rolle als Shuttle-Protein bei der Translokation von B-Catenin in den Nukleus und der
anschlieflenden Aktivierung der kanonischen WNT-Signalkaskade in Gliomzellen spielt (Nu
Zhang et al,, 2011). Unsere RPPA-Daten deuteten auf eine verminderte FOXM1-Expression nach
AP - Behandlung hin. Um die Auswirkungen auf die WNT / (-Catenin-Kaskade weiter zu
analysieren, behandelten wir die Zellen 24 Stunden lang mit Aprepitant oder SP (70 nM), farbten
sie auf B-Catenin und analysierten sie mittels konfokaler Mikroskopie. Wir beobachteten eine
Anreicherung von membrangebundenem (-Catenin nach AP, was auf eine Inaktivierung des
kanonischen WNT-Signalwegs hindeutet. Im Gegensatz dazu veranderte die Stimulation mit SP
die WNT-Aktivierung, vermutlich aufgrund der hohen WNT-Grundlinienaktivitdt in B-Catenin-
mutierten HB-Zelllinien, nicht signifikant. Zudem farbten wir die HB-Zellen fiir FOXM1. Im
Gegensatz zu 3-Catenin translozierte FOXM1 bei AP-Behandlung in den Zellkern und bewegte sich
damit in entgegengesetzter Richtung zu (3-Catenin.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass der Antagonismus gegen den SP / NK1R-Komplex durch

Aprepitant in HB-Zellen zu einer verringerten Expression und veranderten Lokalisation von f3-
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Catenin und damit verbunden zu einer verminderten kanonischen WNT-Signalwegsaktivitat

durch Beeinflussung des Shuttle-Proteins FOXM1 fiihrt.

11.3.2 NK1R-Antagonismus hemmt das Wachstum von CSC-artigen Zellen im HB

Es ist bekannt, dass der WNT-Weg in CSCs stark aktiviert ist. Daher untersuchten wir, ob solche
Zellen tatsdchlich eine hohe WNT-Aktivitat im HB besitzen und ob sie durch Aprepitant inhibiert
werden konnen. CSC-dhnliche Zellen im HB exprimieren vermehrt die embryonalen
Stammzellmarker SOX2, 0CT4 und NANOG sowie die verkiirzte Version von NK1R (tr-TACR1) im
Vergleich zu nicht-CSCs, wohingegen NK1R (fl-TACR1) mit voller Lange weitgehend unverandert
bleibt. Die WNT-Zielgene LGR5, AXINZ und CTNNB1 waren in CSCs weitgehend auch
tiberexprimiert (Ilmer, Garnier, et al.,, 2015b). Hemmung des NK1R-Komplexes mit AP fiihrte in
unseren Untersuchungen sowohl zu einer dosisabhdngigen Herunterregulierung der WNT-
Zielgene LGR5, AXINZ und CTNNB1 als auch der zuvor beschriebenen leberspezifischen CSC-
Markern (AFP, CD13, CD133, CK19, DLK1, EPCAM und GEP (Ilmer, Garnier, et al.,, 2015b).
Schliefilich zeigte sich noch eine deutlich signifikante Verminderung der funktionellen Anoikis-
Resistenz in SFAs, was auf eine Hemmung der CSC-Funktionalitat schliefden lasst.

Diese Daten zeigten zum ersten Mal eine Deaktivierung des WNT- sowie AKT/mTOR - Signalwegs
durch Hemmung des SP / NK1R-Komplexes in HB-Zellen. Hierbei scheint die Interaktion mit
FOXM1 essentiell zu sein. Zudem wurde das CSC-Potential der behandelten Zellen deutlich
reduziert. Zusammengenommen unterstreichen die Ergebnisse das Potenzial von NK1R-

Antagonisten als wirksame und potentiell additive neue Krebsmedikamente.

1.3.3 Diskussion und Relevanz der Ergebnisse

In dieser Studie untersuchten wir Downstream-Mechanismen im HB nach Hemmung des NK1R
Systems durch Aprepitant. Sowohl AKT- als auch WNT-Signalwege konnten gehemmt werden;
dies ist ein wichtiger Aspekt, da beide Signalwege an der Tumorigenese verschiedenster
Tumorarten beteiligt sind und Inhibition derselben daher potente Antikrebsmedikamente
darstellen konnten.
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Interessanterweise stellten wir in dieser Studie fest, dass p-AKT (S473 und T308) sowie p-mTOR
(S2448) 24 Stunden nach der Behandlung mit Aprepitant erhoht waren. Die frithzeitige Analyse
von p-AKT nach wenigen Stunden zeigte jedoch eine verringerte Expression von p-AKT (Daten
nicht gezeigt). Im Allgemeinen wird angenommen, dass aktivierte AKT- und mTOR-Signale das
Uberleben von Krebszellen iber mTORC2 vermitteln, wohingegen wir in einer friiheren Arbeit
bereits zeigen konnten, dass Aprepitant Apoptose in HB-Zelllinien induzieren kann (J. Liu &
Brown, 2011). Somit ist die wahrscheinlichste Erklarung fiir unsere Beobachtungen der spaten
AKT- und mTOR-Aktivierung eine verzogerte Reaktion der Tumorzellen, um dem induzierten
Zelltod zu entgehen, wahrend die nachgeschaltete AKT-Signaliibertragung unterdriickt bleibt.
Eine weitere mogliche Erklarung ist die Sperrung einer Riickkopplungsschleife durch die NK1R
Inhibition. Ahnliche Effekte wurden bei der Behandlung mit Everolimus beobachtet, das die
negative Riickkopplungsschleife von AKT iiber mTORC1, nicht jedoch die positive
Riickkopplungsschleife von mTORC2 hemmt und damit im Allgemeinen zu einer
Hyperaktivierung von AKT fiihrt (Jhanwar-Uniyal et al,, n.d.). Somit identifizieren unsere Daten
den AKT-Signalweg eindeutig als einen der wichtigsten Downstream-Mechanismen, der durch
den NK1R-Antagonismus gehemmt wird.

Zusatzlich dazu beobachteten wir eine starke Reduktion von FOXM1, einem Schliisselprotein fiir
die Translokation von B-Catenin in den Zellkern (Nu Zhang et al.,, 2011). Dieser Effekt scheint
insbesondere auf Zellen mit Mutationen des WNT-Weges bzw. Zellen, in denen der Weg
extrinsisch aktiviert wurde, aufzutreten. Mechanistisch fanden wir heraus, dass Aprepitant zu
vermehrt membrangebundenem {-Catenin sowie einer Stérung des fir die WNT-
Aktivitatsregulation wichtigen FOXM1-§-Catenin-Komplexes fiithrt (Nu Zhang et al, 2011).
Zusatzlich zeigte sich auch eine Abnahme des Stammzellpotentials, was ein direkter Effekt auf
CSCs sein konnte, aber auch durch die Hemmung der zentralen CSC-Signalwege WNT, AKT und
mTOR erklarbar ware. Eine entscheidende Komponente in dieser Interaktion scheint wiederum
FOXM1 zu sein. Die genaueren weiteren molekularen Einfliisse bzw. Vorgiange werden durch

diese Arbeit allerdings nicht beleuchtet und sind Gegenstand weiterer zukiinftiger Arbeiten.
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Zusammengefasst unterstreichen unsere Ergebnisse das Potenzial von NK1R-Antagonisten
sowohl auf differenzierte Krebszellen als auch auf CSCs derselben soliden abdominellen Tumoren

als wirksame antiproliferative Medikamente.

1.4 Retrospektive Analyse nach Resektion metachroner Lungenmetastasen bei Patienten

mit PDAC (llmer et al., Surgical Oncology, 2019)

Die meisten Patienten mit PDAC erleiden entweder eine lokale Rekurrenz oder eine metastatische
Streuung des Tumors in sekundare Organe. Dies kann auch als Ausdruck der ausgepragten CSC-
Biologie im PDAC verstanden werden. Dabei zahlen metachrone hepatische Fernmetastasen zu
den haufigsten (47%), gefolgt von der pulmonalen (22%), der regional noduldren (17%) und der
peritonealen Aussaat (13%) (Katz et al., 2009). Auf der einen Seite stellt die Lunge dabei das
fiihrende Zielorgan bei Rezidiven drei Jahre nach der priméren Operation dar; auf der anderen
Seite zeigt sich aber auch, dass die Lunge das haufigste Organ der metachronen Metastasierung
bei Langzeitiiberlebenden des PDAC ist (Arnaoutakis et al, 2011). Aktuell findet ein
Paradigmenwechsel hin zu einem aggressiveren chirurgischen Vorgehen gegeniiber pulmonaler
Metastasenresektionen (PM) mit ermutigenden Ergebnissen beim kolorektalen Karzinom, beim
Weichteilsarkom oder auch beim Nierenzellkarzinom statt (Kawashima et al., 2011; Treasure et
al, 2012; Younes et al, 2013). Die Rolle der Chirurgie in der Resektion von pulmonalen

metachronen Metastasen des PDAC hingegen bleibt derzeit kontrovers.

I1.4.1 Einschlusskriterien

Zur genaueren Einordnung der operativen Therapieoption von pulmonalen Metastasen wurden
onkologische und chirurgische Verlaufe von Patienten iiber einen Zeitraum von 12 Jahren an zwei
Pankreaszentren Miinchens (Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU) sowie der
Technischen Universitit (TUM)) erfasst. Eingeschlossen wurden Patienten, die nach einem
primar resezierten PDAC sekundar bei Verdacht auf pulmonale Metastasen chirurgisch behandelt

wurden (n = 15). Patienten mit synchroner Lebermetastasierung oder Metastasierung in andere
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Sekundadrorgane wurden ausgeschlossen. Die Angaben aus den Datenbanken wurden

retrospektiv analysiert und univariate Uberlebensanalysen durchgefiihrt.

1.4.2 Ergebnisse

Insgesamt konnten 11 Patienten identifiziert werden, bei denen wegen Verdachts auf metachrone
Metastasierung nach PDAC eine Lungenteilresektion dieser Metastasen durchgefiihrt werden
konnte und die anschlieffende histopathologische Auswertung auch tatsachlich eine
Lungenmetastase des PDACs ergab (73,3%). Das mediane krankheitsfreie Uberleben (DFS) und
das Gesamtiiberleben (0S) nach PM-Diagnose betrugen 18 Monate bzw. 26 Monate. Die mediane
Zeit bis zur metachronen Metastasierung (TMM) betrug 17 Monate [3-64 Monate] und war damit
etwas langer als in vergleichbaren Studien (Wangjam et al., 2015). Es zeigte sich eine geringe
perioperative Morbiditdt (8,3%) ohne perioperative Mortalitit. Interessanterweise zeigten
Patienten, die spater als 17 Monate (mediane TMM) nach der primdren Operation eine
Lungenmetastasierung entwickelten, ein besseres OS als diejenigen, die frither pulmonale
Metastasen entwickelten (32,2 vs. 14,75 Monate, p = 0,025). Dariiber hinaus hatten Patienten mit
héher graduierten und damit schlechter differenzierten Tumoren ein schlechteres Uberleben
(12,4 vs. 31 Monate, p = 0,02). Weder hohere CEA- oder CA 19-9-Spiegel im Serum noch die Anzahl
der detektierten pulmonalen Noduli korrelierte signifikant mit einem verdanderten OS.

Die erhobenen Daten zeigen zum einen, dass Patienten mit einem spaterem Auftreten der
metachronen pulmonalen Erkrankung mehr von einer Resektion zu profitieren scheinen und zum
anderen, dass der differenzierten Einstufung der primdren Tumorbiologie anhand seiner
Graduierung eine iibergeordnete Bedeutung im Hinblick auf eine Metastasenresektion

zukommen koénnte.

1.4.3 Diskussion und Relevanz der Ergebnisse

Zusammengefasst legt diese Studie nahe, dass eine Metastasektomie von metachronen
Lungenherden nach PDAC sicher und wirksam ist. Patienten mit verldngertem DFS nach einer
primaren Pankreasoperation sowie einer giinstigen Tumorklassifizierung anhand des Gradings
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scheinen besonders von einer Lungenoperation zu profitieren. Von Nachteil sind sicherlich die
Einschrankungen beziiglich des retrospektiven Charakters der Studie und die begrenzte Anzahl
von Fillen in dieser Serie. Zukiinftige prospektive Studien werden notwendig sein, um unsere

Ergebnisse an grofsen Kohorten zu validieren.
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Il Zusammenfassung

Immer mehr Arbeiten konnten in der Vergangenheit zeigen, dass das Modellsystem der CSCs nicht
nur in liquiden, sondern auch in soliden Tumoren zutreffend sein kann (Prager et al., 2019).
Entsprechend sind hier auch das PDAC (P. C. Hermann et al.,, 2007) sowie primére Tumoren der
Leber (Rountree et al, 2012) eingeschlossen. In den hier vorgestellten Arbeiten konnte
herausgearbeitet werden, dass entwicklungsbiologisch wichtige Signalkaskaden, wie z. B. der
kanonische WNT-, der JNK-, Hedgehog- sowie der AKT/mTOR-Weg, wichtige Rollen in der
Regulation von CSC im PDAC und HB spielen. Dazu zahlt auch, dass differenziertere empfangliche
Zellen zu CSCs de-differenzieren konnen. Noch wichtiger erscheint die Tatsache, dass durch die
intrinsische oder extrinsische Aktivierung eine Resistenz gegeniiber bekannten
Chemotherapeutika entstehen kann. Diese Erkenntnis fiihrt auch dazu, dass gezielte und

gerichtete Therapien zur Durchbrechung dieses Kreislaufs eingesetzt werden kénnten.

Auf der anderen Seite war es auch mdglich zu zeigen, dass bereits etablierte Medikamente, wie
der NK1-Rezeptor Antagonist Aprepitant, ein haufig verwendetes Praparat gegen Chemotherapie-
induzierte Ubelkeit und Erbrechen, ein weitaus grofleres Potential in Form einer
antineoplastischen Wirkung besitzen konnen. Ergebnisse der vorgestellten Arbeiten konnten
zeigen, dass Aprepitant das Wachstum von Tumorzellen hemmt, teilweise Apoptose induziert und
vor allem CSC und damit verbundene Signalwegskaskaden unterbinden kann. Die Resultate
implizieren ein hohes therapeutisches Potential bei gleichzeitig iiberschaubaren

Nebenwirkungen fiir den betroffenen Patienten.

Entscheidend ist dariiber hinaus die Unterbrechung von Riickkoppelungsschleifen bzw. Escape-
Mechanismen der Tumorzellen. Dies konnte u.a. durch die zusatzliche Unterbrechung von ERK
(Ilmer, Boiles, et al., 2015), aber auch durch die gleichzeitige Anwendung von JNK-Inhibition und
TRAIL gezeigt werden (Recio Boiles et al, 2016). Letzteres erscheint durch sein geringes
Nebenwirkungsprofil auf normale Stammzellen eine vielversprechende Behandlungsstrategie zu

sein.
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Abgesehen von der medikamentdsen Behandlung stellt die operative Entfernung von Metastasen
in potentiell resektablen Fillen eine weitere Option dar. Im Falle von pulmonalen Metastasen des
PDAC scheint dies insbesondere von der Tumorbiologie des Primartumors abzuhangen. Obwohl
dies im Moment eher Einzelfallentscheidungen sind, sind diese Operationen sicher und effektiv

(Ilmer et al., 2019).

Die vorgelegten Daten implizieren daher, dass ein grundlegendes Verstindnis der
molekularbiologischen Zusammenhange durchaus auch therapeutische Relevanz haben kann.
Perspektivisch  werden  sowohl der  grundlagenwissenschaftliche  Ansatz  der
Signalwegsregulation von CSCs als auch die translationale Erforschung von etablierten

Medikamenten und deren therapeutische Potenz weiterverfolgt.

Insgesamt sind auf Grund der weiterhin schlechten Prognose der vorgestellten
Tumorerkrankungen neue therapeutische Modalitaten zur Behandlung dringend notwendig und

werden in dem Umfeld auch weiter erforscht werden.
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