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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom weist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 9 % fir
Manner und 10 % fir Frauen die niedrigste Uberlebensrate unter allen
Krebserkrankungen in Deutschland auf und ist insgesamt die vierthaufigste
Krebstodesursache hierzulande. Diese ausgesprochen schlechte Prognose ist
hauptsachlich auf den Mangel spezifischer Symptome friher Tumorstadien und
der damit verbundenen spaten Diagnosestellung, sowie der frihen und
aggressiven Metastasierung dieser Tumorentitat zuriickzufihren (Krebsregister,
2017, Leitlinienprogramm-Onkologie, 2013). Folglich kdnnen nur mehr ca. 15 -
20% aller diagnostizierten Patienten primar kurativ (chirurgisch) behandelt werden.
Ein metastasiertes oder lokalinvasiv inoperables Pankreaskarzinom (evtl. nach
neoadjuvanter Therapie) gilt bis heute als nicht kurabel (Oettle et al., 2018).

1.1.2 Pathologie

Pankreaskarzinome lassen sich histologisch in verschiedene Subtypen einteilen.
Der mit Gber 90 % mit Abstand haufigste Subtyp ist das duktale Adenokarzinom
des Pankreas (PDAC = engl. pancreatic ductal adenocarcinoma) (Fauci and
Harrison, 2008). Daher wird in dieser Dissertation der Fokus auf diesen Subtyp
gelegt und die Bezeichnung Pankreaskarzinom synonym zum duktalen
Adenokarzinom verwendet. Andere Subtypen sind beispielsweise Inselzelltumore
und neuroendokrine Tumore des Pankreas (Fauci and Harrison, 2008). In der
jungeren Vergangenheit konnten durch Genomanalysen weitere Subtypen
identifiziert werden, deren Einteilung sich nach spezifischen Mutationsmustern
richtet. Diese molekularen Subtypen sind: Squamodses Pankreaskarzinom,
Vorlaufer-Pankreaskarzinom, immunogenes Pankreaskarzinom und aberrierend
differenziertes endokrin-exokrines Pankreaskarzinom. So exprimieren Vorlaufer-
Pankreaskarzinome beispielsweise besonders stark Gene, die in der frihen
Entwicklung des Pankreas beteiligt sind, wohingegen beim immunogenen
Pankreaskarzinom Signalwege mit immunsupprimierenden Effekten verstarkt
aktiviert sind (Bailey et al., 2016). Weiter existieren Modelle, die das
Pankreaskarzinom ebenfalls auf Basis ihrer Genexpression in stroma- oder
tumorspezifische Subtypen unterteilen (Moffitt et al., 2015). Gemein ist all diesen
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modernen molekularen Typisierungsmodellen das Ziel, das Pankreaskarzinom
zielgerichteten Therapien besser zuganglich zu machen.

1.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese des Pankreaskarzinoms basiert, wie bei allen
Krebserkrankungen, auf dem Prinzip der Mutation protoonkogener, bzw.
tumorsuppressiver Gene. Entscheidend fur die Entstehung eines malignen Tumors
ist jedoch nicht die Mutation einzelner spezifischer Gene, sondern vielmehr das
Zusammenspiel verschiedener Mutationen. Die Beeintrachtigung, bzw.
Deregulierung unterschiedlicher zellularer Funktionen bis zur Entstehung eines
hochmalignen Tumors wird als ein sich erganzender Prozess angesehen. Weiter
wird vermutet, dass dieser Prozess hin zum invasiven Pankreaskarzinom im
Durchschnitt mehr als ein Jahrzehnt dauert und verschiedene nicht-invasive
Vorstufen durchlaufen werden (Ottenhof et al., 2011, Ying et al., 2016). Zu den
wichtigsten Vorstufen des PDAC zahlen die pankreatische intraepitheliale
Neoplasie (PanIN), die muzinds-zystische Neoplasie (MCN) und die intraduktal
papillar-muzinése Neoplasie (IPMN) (Singh and Maitra, 2007). Unter diesen ist die
bei Weitem haufigste Form die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (Ottenhof
et al., 2011). Diese lasst sich anhand des Grades nuklearer Atypien und strukturell
histologischer Veranderungen in drei Kategorien einteilen: PanIN-1 (friher
unterteiltin PanIN-1A und PanIN-1B), PanIN-2, und PanIN-3 (Basturk et al., 2015).
Die genaue Untersuchung und Charakterisierung der verschiedenen
Pankreaskarzinom-Vorstufen  sind  entscheidend flir das detaillierte
molekularbiologische Verstandnis der Pathogenese hin zum invasiven Karzinom.
So konnten in den vergangenen Jahren spezifische Mutationen den einzelnen
PanINs zugeordnet werden und dadurch entscheidende Meilensteine fur die
Entwicklung zum malignen Pankreastumor identifiziert werden. Abbildung 1 zeigt
die wichtigsten Protoonkogene und Tumorsuppressoren in Beziehung zu den
jeweiligen Stadien der Pankreaskarzinom-Vorlauferlasionen.
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normaler ductus PanIN-1A PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3
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Abbildung 1: Progression prékanzerdser Lasionen zum invasiven Karzinom
Schematische Darstellung der Verbindung spezifischer genetischer Alterationen mit
den jeweiligen Stufen der pankreatischen intraepithelialien Neoplasien (PaniN).
Modifiziert nach Oftenhof et al., 2011.

Als wichtigste und haufigste (>90 % in PDAC) dieser Mutationen ist die Aktivierung
von KRAS hervorzuheben. Ras, ein monomeres G-Protein und das Produkt des
KRAS Protoonkogens, fungiert als bedeutsamer Signalgeber fur viele das
Zellwachstum fordernde Signalwege. Durch spezifische Punktmutationen wird die
intrinsische GTPase-Aktvitat dieses Proteins herabgesetzt und meist zusatzlich die
Wirkung GTPase-aktivierender Proteine blockiert. Folglich kommt es zur
konstitutiven Aktivierung von Ras und damit zur permanenten Stimulation von
nachgeschalteten onkogenen Signalwegen (Eser et al., 2014, Pylayeva-Gupta et
al., 2011). Als einer der drei, fur die Malignitat des Tumors entscheidendsten Ras-
abhangigen onkogenen Signalwege, wird der kanonische MAP-Kinase Signalweg
angesehen (Eser et al., 2014, Collisson et al., 2012).

1.1.4 Therapie

Bei der heutzutage gangigen Therapie des Pankreaskarzinoms ist zwischen bei
Diagnosestellung operablen Tumoren und lokalinvasiv inoperablen bzw.
metastasierten Tumoren zu unterscheiden.

Die einzige kurative Therapie ist die vollstandige chirurgische Resektion des
Tumors (Doi et al., 2008). Klassischerweise besteht diese aus einer partiellen

Duodenopankreatektomie mit oder ohne Pyloruserhalt nach Whipple bzw.



1 Einleitung

Traverso-Longmire (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2013). Postoperativ werden
diese Patienten in der Regel adjuvant mit 5-Fluoruracil oder Gemcitabin
zytostatisch behandelt (Seufferlein et al.,, 2014), was die 5-Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 10,4 % ohne Chemotherapie auf 20,7 % mit
Chemotherapie erhdht (Oettle et al., 2013).

Bei primar nicht resektablen Tumoren ohne Fernmetastasen kann durch eine
neoadjuvante (Radio-)Chemotherapie Operabilitat erreicht werden. Bislang gibt es
fur dieses Therapieverfahren jedoch keine in letzter Konsequenz belastbaren
Daten (Seufferlein et al., 2014). Genaue Kriterien flr die Resektabilitat sind
beispielsweise der Grad der Umwachsung der Vena mesenterica superior oder
eine Invasion der Aortenwand (Callery et al., 2009).

Beim metastasierten, bzw. lokal fortgeschrittenen inoperablen Pankreaskarzinom
ist eine palliative Behandlung indiziert. Standard war hierbei lange Zeit die
Chemotherapie mit Gemcitabin (Leitlinienprogramm-Onkologie, 2013, Burris et al.,
1997). Nach neueren Daten wird eine Kombination verschiedener Zytostatika (z.B.
FOLFIRINOX) empfohlen, wobei die Wahl der fur den individuellen Patienten
effektivsten Wirkstoffkombination bis heute schwierig bleibt (Chin et al., 2018).
Generell sind Zytostatika derzeit die einzigen etablierten systemischen
Therapeutika fur das fortgeschrittene Pankreaskarzinom, welche einen
nachgewiesenen Nutzen fur den Patienten haben. Jedoch ist das
Pankreaskarzinom insgesamt systemisch nur sehr limitiert therapierbar. Eine
Chemotherapie bewirkt durchschnittlich eine Lebenszeitverlangerung von lediglich
wenigen Monaten unter der Gefahr schwerer Nebenwirkungen und einer
Verschlechterung der Lebensqualitat (Saung and Zheng, 2017). Weiter gibt es bis
heute annahernd keine wirksame zielgerichtete medikamentdse Therapie
(,targeted cancer therapy“) fur das Pankreaskarzinom. Zwar konnten viele
praklinische und klinische Studien vielversprechende Ergebnisse zeigen, aufgrund
der grofRRen histopathologischen Heterogenitat des Pankreaskarzinoms sowie
komplexer Interaktionen mit dem umgebenden Stroma, konnten jedoch keine
signifikanten Verbesserungen im Patiententberleben erreicht werden (Adamska et
al., 2017). Eine Ausnahme bildet der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR) Inhibitor Erlotinib. Hier konnte eine signifikante Verlangerung des mittleren
Uberlebens gezeigt werden, wenn zum Ublichen Gemcitabin-Regime Erlotinib
verabreicht wurde (Moore et al., 2007). Aufgrund der geringen Effektstarke
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(Lebensverlangerung von ca. 2 Wochen) brachte diese Therapie jedoch nicht den
gewunschten Durchbruch.

Zusammenfassend lasst sich aus dem Mangel effektiver systemischer Therapien
ein grolRer Bedarf fur eine tiefere grundlegende Erforschung des Pankreas-
karzinoms ableiten. Besonders basale molekularbiologische und genetische
Faktoren, sowie grundlegende zellulare Eigenschaften konnten den Grundstein fur
zukunftige, effektive, zielgerichtete und dem individuellen Patienten angepasste

Therapien legen.

1.2 Interzelluldare Adhéasion

Intakte Haftung zwischen den Zellen ist essenziell flir die mechanische und
funktionelle Integritat von Geweben sowie der korrekten Reparatur von Defekten
(Huber and Petersen, 2015). Diese Art der Adhasion wird primar Uber die
sogenannten Adhasionskontakte vermittelt, welche sich in Desmosomen und
Adharenskontakte unterteilen lassen. Beide Formen von Adhasionskontakten
haben groRe strukturelle Ahnlichkeit und weisen zwei Grundkomponenten auf:
Transmembranproteine, welche die direkte interzellulare Interaktion vermitteln,
sowie Plaque-Proteine als intrazellulare Stabilisatoren der Transmembranproteine
und Vermittler der Anheftung an zytoskelettale Filamente zur mechanischen
Starkung der Adhasionskontakte. Unterschiede bestehen unter anderem in den
spezifischen Proteinen, der Geometrie der Kontakte und den verknupften
Filamenten (LUllmann-Rauch, 2015).

Die folgenden Kapitel fokussieren sich auf die desmosomale Komponente
interzellularer Adasion, den Feinbau und die Funktion von Desmosomen, sowie

auf ihre spezifischen Transmembranproteine, die desmosomalen Cadherine.

1.2.1 Desmosomen

Desmosomen (gr. ,desmos“ = Bindung und ,soma“ = Korper), die auch als
Maculae adhaerentes bezeichnet werden, sind fleckformige Interzellularkontakte
aus der Gruppe der Adhasionskontakte (Dubash and Green, 2011). lhre
Hauptfunktion ist das Vermitteln mechanischer Stabilitat innerhalb eines Gewebes
(Thomason et al., 2010, Kowalczyk and Green, 2013). Besonders zahlreich sind
Desmosomen in Geweben anzutreffen, deren mechanische Beanspruchung hoch
ist, wie zum Beispiel der Haut, dem Herz oder der gastrointestinalen Mukosa. Sie
kommen jedoch in allen einschichtigen Epithelien und manchen nicht epithelialen
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Zellen vor. So sind sie essenzieller Bestandteil der Schlussleistenkomplexe
polarisierter Epithelien (Waschke, 2008).

Ein Desmosom setzt sich jeweils aus den von zwei benachbarten Zellen
ausgebildeten Halften zusammen. Dabei wird ein interzellularer Spalt von ca.
34 nm Uberbrickt und die Transmembranproteine der Desmosomen treten in
direkten Kontakt (Garrod and Chidgey, 2008, Al-Amoudi et al., 2004). In
Abbildung 2 ist schematisch der Aufbau eines Desmosoms dargestellt.

A B

Plakpglobin
i Desmoglein

Plakophilin
Dlesmoplakin :

Abbildung 2: Schema und Ultrastruktur eines Desmosoms

A: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Desmosoms. Modifiziert nach
Waschke und Spindler, 2014 mit der Genehmigung des John Wiley & Sons Verlags.
B: Elektronenmikroskopie-Aufnahme eines Desmosoms. Modifiziert nach Kowalczyk
und Green, 2013 mit Genehmigung des Elsevier Verlags.

IDP: Innere dichte Plaqueregion, ADP: AuBere dichte Plaqueregion, DM: Dichte
Mittellinie, Mal3stab: 0,25 um.

Desmosomen setzen sich aus Proteinen dreier unterschiedlicher Familien
zusammen: Den Cadherinen (Ca?*-dependent adhesion molecules), den
Armadillo-Proteinen und den Plakinen. Die desmosomalen Cadherine
(Desmogleine und Desmocolline) sind Transmembran-Glykoproteine, welche mit
den Cadherinen der jeweiligen benachbarten Zelle im Extrazellularraum
interagieren (Waschke, 2008). An ihrem zytosolischen Ende sind die Cadherine an
Proteine der Armadillo-Familie (Plakoglobin (PG) und Plakophilin) gebunden,
welche in der sogenannten duReren dichten Plaqueregion (ADP) die intrazellulére
Verankerung der desmosomalen Cadherine vermitteln (Delva et al., 2009,
Waschke, 2008, Getsios et al., 2004). In der inneren dichten Plaqueregion (IDP)
vermittelt Desmoplakin, ein Mitglied der Plakin-Familie zytoskelettaler

Adapterproteine, die Verbindung des desmosomalen Komplexes aus Cadherinen
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und Armadillo-Proteinen zum Intermediarfilament-Netzwerk der Zelle (Dubash and
Green, 2011, Spindler and Waschke, 2014). Neben ihrer Eigenschaft als reine
Adhasionskontakte sind Desmosomen, bzw. ihre einzelnen Komponenten, auch in
Signalwegen anzutreffen (Waschke, 2008). Innerhalb der letzten ein bis zwei
Dekaden wurden immer mehr Signalwege entdeckt, die durch desmosomale
Proteine beeinflusst werden (Dubash and Green, 2011). Besonders die Proteine
der Armadillo-Familie spielen in der Regulation der Gentranskription eine
entscheidende Rolle (Huber and Petersen, 2015). Darunter besitzt speziell
Plakoglobin regulatorische Eigenschaften in Bezug auf die Zellproliferation (Balda,
2003). Doch auch desmosomale Cadherine sind in Signalwege eingebunden. So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Desmoglein 1 Uber eine Suppression
des EGFR-MAPK-Signalwegs (engl. epidermal growth factor receptor - mitogen
activated protein kinase) die epidermale Differenzierung beeinflusst (Dubash and
Green, 2011). Weiter werden Desmosomen heutzutage mehr und mehr als
hochdynamische Strukturen betrachtet, die mafl3geblich an der Signaltransduktion
extrazellularer Signale nach intrazellular und vice versa beteiligt sind (Broussard
et al., 2015, Celentano et al., 2017).

1.2.2 Desmosomale Cadherine

Desmosomale Cadherine sind wie die klassischen Cadherine der
Adharenskontakte Ca?*-abhangige integrale Membran-Glykoproteine (Getsios et
al., 2004, Garrod et al., 2002). In den Desmosomen kommen zwei verschiedene
Typen von Cadherinen vor: Desmogleine und Desmocolline. Die auf Chromosom
18 liegenden Gene fur diese Cadherine kodieren fur vier verschiedene
Desmogleine (DSG1-4) und drei Desmocolline (DSC1-3). Grob lassen sich
Desmogleine und Desmocolline, welche auch unter dem Begriff Desmocadherine
zusammengefasst werden, von N-terminal nach C-terminal in funf Abschnitte
unterteilen: Vier Extrazellulardomanen (EC1-4), einen extrazellularen Anker, eine
Transmembrandomane, einen intrazellularen Anker und zusatzliche zytosolische
Domanen (Getsios et al., 2004). Jeder dieser Abschnitte erflllt eine spezifische
Funktion. Besonders zu erwahnen ist hierbei die sogenannte CAR-
Aminosauresequenz (engl. cell adhesion recognition) der EC1, welche die Bindung
zum Cadherin der gegenuberliegenden Zelle vermittelt. Im Detail kommt es zum
Austausch der amino-terminalen Beta-Strange zwischen den jeweiligen gepaarten
Cadherinen. Schlusselelement ist hierbei die Einlagerung des Indolrings eines
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hochkonservierten Tryptophans an Position 2 (Trp2) in eine hydrophobe , Tasche”
der gegenuberliegenden EC1 (Shapiro and Weis, 2009, Harrison et al., 2016).
Desmocadherine konnen im Gegensatz zu klassischen Cadherinen sowohl
homophil, das heifl3t mit Cadherinen des gleichen Typs (z.B. DSG und DSG), als
auch heterophil (z.B. DSG und DSC) aneinander binden (Green et al., 2019).
Passend dazu weisen die extrazellularen Domanen verschiedener
Desmocadherine grof3e strukturelle Ahnlichkeit auf. Im Gegensatz dazu zeigen die
zytosolischen Doméanen starkere Variabilitat. Gemeinsam ist nahezu allen
Desmogleinen und Desmocollinen die sogenannte ICS (engl. intracellular cadherin
typical sequence), welche die Bindung an Plakoglobin und die Plakophiline
vermittelt. Die Funktion weiterer Desmoglein-spezifischer C-terminal der ICS
liegender zytosolischer Domanen, speziell der IPL (engl. intracellular proline-rich
linker domain), der RUD (engl. repeated-unit domain) und der DTD (engl.
desmoglein specific terminal domain) ist bis heute noch nicht endgultig geklart.
Eine Rolle in der Vermittlung intrazellularer Signale wurde in ersten Zigen
nachgewiesen (Amagai, 2010, Getsios et al., 2004, Kowalczyk and Green, 2013,
Al-Amoudi et al., 2011, Harmon et al., 2013).

Ein weiterer Unterschied zwischen den jeweiligen Desmoglein- und Desmocollin-
Isoformen ist deren Distribution im menschlichen Organismus. Wahrend
Desmoglein 1 und 3, sowie Desmocollin 1 und 3 auf mehrschichtige
Plattenepithelien beschrankt sind und Desmoglein 4 zum Beispiel in Haarfollikeln
oder héher differenzierten Schichten der Epidermis zu finden ist (Bazzi et al.,
2006), kommen DSG2 und DSC2 in praktisch allen Epithelien vor, die desmosomal
stabilisiert sind (Dusek et al., 2007). Als am weitesten verbreitet wird jedoch DSG2
angesehen. Besonders im Myokard und in einschichtigem Epithel, zu dem auch
das duktale pankreatische Epithel zahlt, nimmt Desmoglein 2 eine vorherrschende
Rolle ein (Hartlieb et al., 2013, Schafer et al., 1994). So ist beispielsweise dessen
Vorhandensein in intestinaler Mukosa essenziell fur die Integritat und Funktion der
epithelialen Barriere (Schlegel et al., 2010, Gross et al., 2018). Weiter konnten in
den letzten Jahren mehrere Signalwege in unterschiedlichen Geweben identifiziert
werden, welche durch DSG2 beeinflusst werden (Yulis et al., 2018, Overmiller et
al., 2016, Kamekura et al., 2014). Zusammenfassend deuten die gesammelten
Forschungsergebnisse vergangener Jahrzehnte darauf hin, dass DSG2 besonders
in einschichtigen Epithelien (Hartlieb et al., 2013) eine vielseitige und wichtige
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Rolle fur die Aufrechterhaltung epithelialer Integritat sowie der gewebespezifischen

Funktionen einnimmt.

1.2.3 Der Einfluss von cAMP auf interzelluldre Adhasion

Cyclisches Adenosin-Monophosphat (CAMP) ist eines der am besten erforschten
sekundaren Signalmolekule des menschlichen Korpers. Viele verschiedene
hormonelle Signale vermitteln ihre Wirkung Uber die Beeinflussung intrazellularer
cAMP-Spiegel (Cooper et al., 1995). So konnte auch gezeigt werden, dass cAMP
Uber die Starkung zellularer Adhasion und des kortikalen Aktin-Zytoskeletts die
Integritat von Endothelbarrieren positiv beeinflusst (Spindler and Waschke, 2011).
Ausgehend von diesen Ergebnissen entstand die Hypothese, dass cAMP ebenso
in Pankreaskarzinom-Zellen verschiedene Adhasionseigenschaften beeinflussen

und somit Auswirkungen auf die Malignitat dieser Zellen haben konnte.

1.3 Pathophysiologie gestorter interzellularer Adhésion

Wie in den vorangehenden Kapiteln dargelegt wurde, ist Zelladhasion im
Allgemeinen und desmosomale Adhasion im Speziellen fur epitheliale Gewebe
von immenser Bedeutung. Daher verwundert es nicht, dass gestorte interzellulare
Adhasion zu einer Vielzahl von Pathologien fuhren kann. Zu diesen Pathologien
zahlen multiple Formen von Autoimmun-, Krebs-, Infektions- und genetischen

Erkrankungen (Celentano et al., 2017).

1.3.1 Erkrankungen mit desmosomaler Beteiligung

Als einer der bekanntesten Vertreter von Erkrankungen mit desmosomaler
Beteiligung ist die Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris zu nennen. Durch
Autoantikorper gegen DSG1 und 3 wird die Zelladhasion innerhalb des
(muko-)kutanen Plattenepithels so stark gestort, dass sich durch intraepidermale
Spaltbildung flissigkeitsgefillte Blasen bilden (Amagai and Stanley, 2012,
Spindler and Waschke, 2014). Doch auch die sogenannte arrythmogene
Kardiomyopathie, Infektionserkrankungen wie das SSSS (engl. staphylococcal
scalded skin syndrom) oder verschiedenste Krebsentitaten konnten in den letzten
Jahren mit gestorter desmosomaler Adhasion in Verbindung gebracht und so dem
grundlegenden Verstandnis dieser schweren und bis dato zum Teil unheilbaren
Erkrankungen nadher gekommen werden (Huber and Petersen, 2015, Delmar and
McKenna, 2010, Amagai et al., 2000).
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1.3.2 Desmosomen und die Pathogenese und Progression maligner
Neoplasien

Wie oben bereits erwahnt, kann eine Stérung von desmosomalen Strukturen und
Funktionen eine wichtige Rolle in der Pathogenese und Progression maligner
epithelialer Neoplasien spielen. Besonders die sogenannten ,hallmarks of cancer”
(= Meilensteine in Krebserkrankungen) konnten in den letzten beiden Jahrzehnten
verstarkt mit gestorter desmosomaler Adhasion in Verbindung gebracht werden
(Huber and Petersen, 2015, Celentano et al., 2017). Zu diesen Meilensteinen der
Entwicklung eines malignen Tumors zahlen je nach Definition sechs bis acht
verschiedene biologische Fahigkeiten. Neben der Resistenz gegenluber Apoptose
und anhaltender deregulierter Proliferation gehort hierzu auch die Aktivierung der
Invasion und Metastasierung (Hanahan and Weinberg, 2011). Als
Grundvoraussetzungen fur Invasion und Metastasierung werden der Verlust von
Zellhaftung, das Verlassen des organisierten Zellverbands, sowie das Ausbilden
eines mesenchymalen Phanotyps angesehen (Stahley and Kowalczyk, 2015,
Tselepis et al., 1998, Zetter, 1993). Dieser Wechsel des Phanotyps ist auch als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bekannt (Birchmeier et al., 1996).
Tatsachlich konnte in den letzten Jahren nachgewiesen werden, dass nahezu alle
desmosomalen Komponenten in verschiedensten Krebsentitaten dereguliert sind
(Stahley and Kowalczyk, 2015), wobei sowohl eine Hochregulation (Aceto et al.,
2014, Brennan and Mahoney, 2009, Breuninger et al., 2010, Chen et al., 2013,
Demirag et al., 2012) als auch eine Herunterregulation (Wang et al., 2014, Wong
et al., 2008, Schule et al., 2014, Barber et al., 2014, Chen et al., 2012) mit erhdhter
Malignitat oder schlechterer Prognose assoziiert sein kann. Dies macht eine
Interpretation der generellen Rolle desmosomaler Proteine (speziell der
Desmocadherine) in Bezug auf die Malignitat epithelialer Neoplasien schwierig
(Celentano et al., 2017). Letztendlich muss davon ausgegangen werden, dass die
Rolle der Desmosomen zwischen verschiedenen Krebsentitaten variiert. Fur die
finale Beurteilung des kanzerogenen Potenzials desmosomaler Komponenten ist
daher eine differenzierte Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen fur
die jeweilige spezifische Krebsentitat essenziell.

Beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas gibt es bislang relativ wenige
Erkenntnisse, ob und wie Desmosomen und ihre Komponenten die Malignitat

dieser speziellen Krebsentitat beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass eine
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Verringerung von DSC2 mit einer schlechteren Prognose des Pankreaskarzinoms
assoziiert ist (Hamidov et al., 2011). Weiter konnten hohe Expressionslevel von
DSG3, welches in einschichtigem Epithel typischerweise nicht oder nur in sehr
geringem Male vorkommt, mit einer signifikant verschlechterten Prognose in
Verbindung gebracht werden (Ormanns et al., 2015). In Kontrast dazu wurde 2008
beschrieben, dass die Expression von DSG2 in PDAC Uber den verstarkten Abbau
durch die Serin-Protease Kallikrein 7 verringert ist (Ramani et al., 2008).

Diese teils vielversprechenden, teils kontroversen Ergebnisse verdeutlichen die
Notwendigkeit einer detaillierteren Erforschung der Rolle der verschiedenen
desmosomalen Komponenten fur die Malignitat des Pankreaskarzinoms.

1.4 Fragestellung

Die Kombination aus spater Diagnose, fruher Metastasierung und sehr limitierter
systemischer Therapierbarkeit macht das Pankreaskarzinom zur todlichsten
Krebserkrankung in der westlichen Welt (Siegel et al., 2018).

Die grundlegenden molekularen Mechanismen von Invasion und Metastasierung
sind bis heute nicht hinreichend geklart (Sleeman et al., 2012). Eine
hochfavorisierte, jedoch nicht unumstrittene Theorie ist die der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT), welche als grundlegenden Schritt den Abbau
adhasiver Strukturen (inkl. Desmosomen) beinhaltet.

Sollte diese Theorie fur das Pankreaskarzinom zutreffen, ist zu erwarten, dass ein
Verlust von Zelladhasion, bzw. von Adhasionsproteinen die Metastasierungsrate
von Pankreaskarzinom-Zellen steigert. Da die Metastasierung fur die Prognose
und den Verlauf des Pankreaskarzinoms von entscheidender Bedeutung ist, ware
eine systemische Therapie zur Metastasierungspravention von hoher klinischer
Relevanz. Desmosomen, die als die wichtigsten Haftkontakte fur die interzellulare
Adhasion in epithelialen Geweben angesehen werden (Waschke, 2008, Dubash
and Green, 2011), sind hierbei ein vielversprechender molekularbiologischer
Ansatzpunkt. Desmoglein 2 und Desmocollin 2 sind die in pankreatischem Gewebe
vorherrschenden desmosomalen Cadherine und unabdingbar fur die Integritat von
Desmosomen. Besonders Desmoglein 2 ist essenziell fur die interzellulare
Adhasion in Pankreaskarzinom-Zellen (Hutz et al., 2017), wenn auch in Bezug auf
diese Krebsentitat schlecht erforscht.
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Daraus ergeben sich fur die vorliegende Arbeit folgenden Zielsetzungen:

Erstens sollen mittels der CRISPR/Cas9-Methode Knockout-Zelllinien aus einer
parenteralen Pankreaskarzinom-Zelllinie hergestellt werden. Zweitens soll parallel
in einer bereits bestehenden Pankreaskarzinom-Zelllinie mit durch shRNA
reduzierter DSG2-Expression der Einfluss eines DSG2-Verlusts auf die Malignitat
mittels verschiedener phanotypischer Assays uberpruft werden. Es sollen nach
Moglichkeit DSG2-abhangige Signalwegsveranderungen identifiziert werden,
welche mit klassischen tumorigenen Signalwegen interferieren. Drittens sollen
Moglichkeiten zu einer Verringerung der Malignitat Uber eine Starkung der
Zelladhasion evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Es wurden verschiedene humane Pankreaskarzinom-Zelllinien kultiviert. Diese
sind in die jeweiligen Wildtyp-Zelllinien und gentechnisch modifizierte Zellklone zu
unterscheiden, die allesamt ausgehend von der AsPC-1-Zelllinie generiert wurden.
Es wurde mit folgenden Wildtyp-Zelllinien gearbeitet: AsPC-1, Capan-2,
IMIM-PC-1, PANC-1. Die fur weiterfuhrende Experimente standardmafig
verwendeten gentechnisch modifizierten Zellklone sind in Tabelle 1 fett gedruckt.
Sollte fur das jeweilige Experiment keine spezifische Klonnummer angegeben

sein, wurden diese Standardklone verwendet.

Tabelle 1: Verwendete gentechnisch modifizierte Zellklone

AsPC-1 shRNA DSG2-Knockdown | AsPC-1 CRISPR/Cas9 DSG2-Knockout
shDSG2 Kion 3 DSG2 KO Klon 7-F11

shDSG2 Klon 4 DSG2 KO Klon 7-G5

shDSG2 Klon 5 DSG2 KO Klon 8-E5

shDSG2 Klon 14 DSG2 Ctrl Klon 8-D7

shDSG2 Klon 18 DSG2 Ctrl Klon 9-C7

shNT Klon 8 DSG2 Ctrl Klon 10-E4

2.1.1 Wildtyp-Zelllinien

Alle in Kapitel 2.1 genannten Wildtyp-Zelllinien sind humane Pankreas-
Adenokarzinom-Zelllinien. Diese wurden aus verschiedenen Patienten
unterschiedlicher Tumorstadien auf unterschiedliche Art und Weise gewonnen.
AsPC-1-Zellen wurden 1982 aus dem Aszites einer 62-jahrigen Patientin mit einem
Adenokarzinom des Pankreaskopfes isoliert (Chen et al., 1982). Capan-2 und
PANC-1 entstammen beide jeweils einem Pankreatektomie-Resektat eines 56-
jahrigen mannlichen Patienten (Deer et al., 2010) und IMIM-PC-1 aus einer
Lebermetastase eines mannlichen Patienten (Vila et al., 1995).
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AsPC-1-Zellen wurden in T75-Flaschen mit RPMI-1640-Medium (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) kultiviert. Dem Medium wurde 10 % fetales Kélberserum
(FCS, Biochrom, Berlin), 50 U/ml Penicillin G und 50 ug/ml Streptomycin (beide
AppliChem, Darmstadt) zugemischt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in
100 % Luftfeuchte inkubiert. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-90 % des
Zellrasens (i.d.R. nach 3-4 Tagen) wurden die Zellen in neue T75-Flaschen
passagiert. Fur die Passagierung wurden die Zellen kurz mit einer phosphat-
gepufferten Salzlésung (PBS, siehe Tabelle 6) gewaschen und daraufhin 10 min
mit Trypsinlésung (0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA in PBS) bei 37 °C inkubiert.
Das Ablosen des Zellrasens und die Vereinzelung der Zellen wurde mikroskopisch
kontrolliert. Sobald sich die Zellen suffizient von Boden der Flasche abgeldst
hatten, wurden sie in Medium resuspendiert, in einer Neubauer Zahlkammer
gezahlt und in einem Verhaltnis von 1:2-1:3 in neue Flaschen Uberfuhrt, bzw. fur
Versuche auf unbehandelte Deckglaser oder in Wellplatten ausgesat.

Capan-2, IMIM-PC-1 und PANC-1 wurden analog zu AsPC-1-Zellen in T75-
Flaschen bei 37 °C und 5 % CO2 gehalten. Fir diese drei Zelllinien wurde jedoch
statt RPMI-1640-Medium Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Zu DMEM wurde gleichermalen 10
% FCS, 50 U/ml Penicillin G und 50 pg/ml Streptomycin zugemischt. Fur die
Passagierung wurden die Zelllinien IMIM-PC-1 und PANC-1 nach kurzem
Waschen mit PBS 3 min mit Trypsinldsung (0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA in
PBS) bei 37 °C inkubiert. Beide Zelllinien wurden in einem Verhaltnis von ca. 1:10
auf neue T75-Flaschen aufgeteilt, bzw. fur Versuche ausgesat. Capan-2 Zellen
wurden zur Passagierung mit einer EDTA-L6sung (0,05 % EDTA in PBS) fir
10 min bei 37 °C vorinkubiert und im Folgenden mit oben genannter Trypsinldsung
(10 min bei 37 °C) vom Flaschenboden abgelost. Durch die Ca?*-
Chelatkomplexierung  mittels EDTA-Losung wird die Ca?*-abhangige
Cadherinbindung gestort und die Zellvereinzelung erleichtert. Das
Passagierverhaltnis betrug bei Capan-2 Zellen je nach Konfluenz und
Zellzahl 1:2-1:4.

2.1.2 shRNA DSG2-Knockdown Zellklone

Die in Tabelle 1 genannten AsPC-1 shRNA DSG2-Knockdown Zellklone waren

bereits vor Beginn des in dieser Dissertation beschriebenen Projekts in der
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Arbeitsgruppe etabliert (Hutz et al.,, 2017). Im Folgenden werden kurz deren
Eigenschaften und Kulturbedingungen dargelegt:

Fir die Herstellung der DSG2-Knockdown Zellen und deren korrespondierender
Kontrollzelllinie wurde der pLKO.1-TCR Klonierungsvektor (Addgene, Cambridge,
MA, USA) verwendet. In diesen wurde fur den Knockdown ein 21 bp Oligonukleotid
mit komplementarer Sequenz zum DSG2-Gen (Seq.: GCACATACTCTTGTGATG
AAA) ligiert. Fur die Kontrollzelllinie wurde ein Non-target (NT) Oligonukleotid
verwendet, welches keine bekannten komplementaren Sequenzen zum DSG2-
Gen aufweist. Nach Generierung der jeweiligen Konstrukte und Transfektion durch
Lipofektion in AsPC-1 Zellen wurden die transfizierten Zellen durch Zugabe von
Puromycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in einer Konzentration von 3,5 pg/ml
Medium auf positive Zellklone selektioniert und Uber die komplette Dauer der
Zellkultur unter diesem Selektionsdruck gehalten. Abgesehen vom Zusatz von
Puromycin wurden alle shDSG2 und shNT Klone unter analogen Bedingungen zu
AsPC-1 Zellen gehalten (siehe 2.1.1).

2.1.3 Generierung von DSG2-Knockout-Zellklonen mittels CRISPR/Cas9

In den folgenden Kapiteln wird schrittweise beschrieben, wie die in Tabelle 1
genannten AsPC-1 CRISPR/Cas9 DSG2-Knockout Klone generiert wurden.

2.1.3.1 Einfiihrung CRISPR/Cas

Das ,CRISPR/Cas gene editing“ Verfahren ist eine relativ neue Methode der
Gentechnik. Sie wurde seit der Mitte der 2000er Jahre durch verschiedene
Arbeitsgruppen entwickelt. Erstmals wurden sogenannte CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) jedoch bereits 1987 durch eine
japanische Arbeitsgruppe beschrieben (Ishino et al., 1987), auch wenn die in
E. coli identifizierten charakteristischen Wiederholungen bestimmter Sequenzen
noch nicht als CRISPR bezeichnet wurden. Dieser Term wurde erstmals von Ruud
Jansen im Jahr 2002 verwendet (Jansen et al., 2002). In den folgenden Jahren
intensivierte sich die Forschung an CRISPR und deren Funktion. Die Hypothese
entstand, dass es sich dabei zusammen mit den CRISPR assoziierten Genen
(= CRISPR associated, Cas), welche unter anderem fiir Nukleasen codieren (Haft
et al., 2005), um eine Form bakteriologischer Immunitat handeln kénnte (Makarova
et al., 2006). Dies wurde 2007 bestatigt. CRISPR/Cas Komplexe besitzen die

Fahigkeit durch Bakteriophagen in die Zelle eingeschleuste DNA zu schneiden und
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sie dadurch zu inaktivieren (Barrangou et al., 2007). Das Potenzial DNA spezifisch
zu schneiden, wurde sehr bald als Mdglichkeit fur eine biotechnologische Methode
erkannt und die nattrlich vorkommenden CRISPR/Cas-Komplexe soweit adaptiert,
dass sie fur das spezifische Schneiden von DNA in Experimenten eingesetzt
werden konnten. Die heutzutage biotechnologisch am haufigsten eingesetzte
CRISPR-assoziierte Endonuklease ist die Cas9 (Doudna and Charpentier, 2014),
die auch fur die Generierung der AsPC-1 CRISPR/Cas9 DSG2-Knockout Zellen
benutzt wurde. Vereinfacht bestehen diese CRISPR/Cas9-Komplexe aus einer
sogenannten single guide-RNA (sgRNA oder gRNA) und der Cas9-Endonuklease.
Die gRNA enthalt unter anderem eine 20 bp lange zur Zielsequenz im Gen
komplementare Sequenz. Die Aufgabe der gRNA ist es, die Bindung des
CRISPR/Cas9-Komplexes an die Ziel-DNA zu vermitteln, welche dann von der
Cas9-Endonuklease geschnitten wird. Letztendlich entsteht, durch zwei
unterschiedliche Domanen der Cas9 vermittelt, innerhalb der Target-Site ein
Doppelstrangbruch. Diesen versucht die Zelle entweder durch nicht homologe
Endverknupfung oder homologe Rekombination zu reparieren und die
ursprungliche Sequenz wiederherzustellen. Da die homologe Rekombination auf
die spate S-Phase und G2-Phase limitiert ist, findet hauptsachlich nicht homologe
Endverknipfung statt, welche stark fehlerbehaftet ist (Graw, 2015). Diese
Tatsache macht man sich beim Erzeugen von CRISPR/Cas9 vermittelten
Knockouts  zunutze. @ Zusammengefasst versucht man durch den
Doppelstrangbruch an einer klar definierten Stelle und die konsekutive fehlerhafte
Reparatur eine moglichst kleine Mutation zu erzeugen, welche dann durch eine
Leserasterverschiebung z.B. zu einem Stopcodon und zum Verlust bzw. der

Funktionsuntuchtigkeit des jeweiligen Proteins fuhrt.

2.1.3.2 Verwendete CRISPR/Cas9-Plasmide

Die beiden im Folgenden beschriebenen CRISPR/Cas9-Plasmide wurden mithilfe
des Online-Design-Tools der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) generiert und
dort bestellt. Nach Empfehlungen des Anbieters wurden zwei Target-Sites gewahlt,
die madglichst proximal im DSG2-Gen angreifen, da dadurch das resultierende
Proteinfragment moglichst klein und ein vollstandiger Funktionsverlust
wahrscheinlicher ist. Aus den 38 verfugbaren Target-Sites wurde jeweils eine zu
einem DNA-Abschnitt in Exon 3 und eine in Exon 5 komplementare Sequenz
gewahlt.
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Tabelle 2: Verwendete CRISPR/Cas9-Plasmide

Bezeichnung Exon Target-Site
CRISPR/Cas9-Plasmid-1 3 GCTTTTGCCGCACTAAATGAGG
CRISPR/Cas9-Plasmid-2 | 5 GTTACGCTTTGGATGCAAGAGG

Die Plasmide unterscheiden sich demnach am Angriffsort innerhalb des DSG2-
Gens, jedoch nicht in deren genereller Struktur (siehe Abbildung 3).
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( \ /—I
\. \'—l
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Abbildung 3: Plasmidkarte CRISPR/Cas9

Hervorzuhebende Bestandteile sind: Guide-RNA (gRNA) mit der Target-Site
(Target region), die fiir die Cas9-Endonukelase codierende Sequenz (Cas9)
und der GFP-Tag (GFP). Durch die selbstschneidende 2A-Sequenz wird GFP
nach der Translation von Cas9 abgetrennt und kann so als Marker fiir die
Transfektion dienen.

2.1.3.3 Transformation und Isolation der Plasmide

Der erste Schritt zu CRISPR/Cas9-Knockout Zellen bestand in der Vermehrung
der Plasmide mittels Transformation in E.coli-DH5a-Zellen und deren Isolation und
Aufreinigung. Im Folgenden wird die Durchfuhrung der Transformation
exemplarisch fur ein CRISPR/Cas9-Plasmid beschrieben.

100pl  kompetenter DHS5a-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut.
Wahrenddessen wurden 20ul KCM-Puffer (siehe Tabelle 6), 77ul destilliertes
Wasser und 3ul Plasmid-DNA in einem Reaktionsgefald auf Eis angesetzt. Dieses

sollte mindestens Uber 5 min abkihlen. Im Anschluss wurde dieses Gemisch zu

17



2 Material und Methoden

den DH5a-Zellen pipettiert und fur 20 min auf Eis, dann fur 10 min bei
Raumtemperatur und weitere 5 min auf Eis gelagert. Weiter wurde dem Gemisch
aus Puffer und Zellen 1 ml LB-Medium (siehe Tabelle 6) zugegeben und bei 37 °C
fur 1 h geschuttelt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal® fur 3 min bei 6000 g
und Raumtemperatur zentrifugiert (Centrifuge 5430R, Eppendorf, Hamburg). 1 ml
des Uberstands wurde verworfen und das Pellet im verbleibenden Uberstand
resuspendiert. Die resultierende Zellsuspension wurde komplett auf einer LB-
Agarplatte mit 50 pg/ml Kanamycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ausgestrichen
und Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde das
Wachstum kontrolliert und ein Klon gepickt. Mit der verwendeten Ose wurden
daraufhin 150 ml LB-Medium (+50 pg/ml Kanamycin) angeimpft und bei 37 °C
erneut Uber Nacht in einem Schuttelinkubator (WiseCube WIS-30, Witeg
Labortechnik, Wertheim) bei 150 rpm inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde die Plasmid-DNA aus oben beschriebener
Ubernachtkultur mittels des NucleoBond® Xtra Midi Kits (Macherey-Nagel, Diren)
isoliert. Alle Schritte erfolgten nach Angaben des Herstellers. Die gewonnene
Plasmid-DNA wurde in sterilem H20 geldst und bei -20 °C gelagert.

2.1.3.4 Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA

Far die erfolgreiche Transfektion der AsPC-1 Zellen war eine exakte Bestimmung
der Konzentration der in der Transformation gewonnen Plasmide essentiell. Fur
die photometrische Messung wurde eine Nanoquant-Platte und der
Mikroplattenleser Infinite 200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) verwendet. Dabei
wurden die in 2.1.3.3 extrahierten Plasmide zunachst 1:10 in sterilem H20
verdinnt und davon 2 pl auf die Nanoquant-Platte pipettiert. Um eine exakte
Bestimmung zu gewahrleisten, wurde jedes Plasmid dreifach aufgetragen. Die
photometrische Messung basiert auf der Extinktion von UV-Licht durch DNA bei
einer Wellenlange von 260 nm. Eine optische Dichte (OD) von OD = 1 entspricht
einer Konzentration von 50 pyg/ml (Mihlhardt, 2013). Um die Reinheit der Probe zu
bestimmen, wurde der Quotient aus der OD bei 260 nm (OD2s0) und 280 nm
(OD2go) gebildet. OD260/OD2gp sollte in einer proteinfreien Lésung 1,8-2,0 betragen
(Mdhlhardt, 2013).
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2.1.3.5 Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese

Um sicher gehen zu kdnnen, dass es sich bei dem in 2.1.3.3 isolierten Plasmiden
um die gewilnschten CRISPR/Cas9-Plasmide handelt, wurde ein
Restriktionsverdau mit anschlieliender Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt.
Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, enthalten die CRISPR/Cas9-Plasmide eine
Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Xbal (in der Abbildung markiert mit
.Xbal“). Das Auftrennen des Doppelstranges fuhrt dazu, dass die ringférmige
Plasmid-DNA als lineare DNA vorliegt. Die GroRRe der linearisierten Plasmid-DNA
kann daraufhin in einer Agarose-Gelelektrophorese ermittelt werden und mit der
bekannten Grole des gewunschten Plasmids verglichen werden.

Konkret wurden fur den Restriktionsverdau folgende Schritte durchgeflihrt:
Zunachst wurden je Plasmid 2 pl 10x Tango-Puffer, 1 yl Xbal-Enzym (beide
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) und 1 pl Plasmid-DNA in einem
Reaktionsgefall gemischt. Weiter wurden 16 pl steriles H2O zugegeben und der
Reaktionsansatz bei 37 °C fur 3 h inkubiert.

Die verdaute Plasmid-DNA wurde danach zusammen mit dem jeweiligen
korrespondierenden unverdauten Plasmid als Kontrolle auf ein 1 % Agarosegel in
1x TAE-Puffer (siehe Tabelle 6) aufgetragen. Vor dem Auftragen wurden die
Proben mit 4 pl 6x DNA-Ladepuffer (Life Technologies, Carlsbad, USA) versetzt.
Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet und fur die Elektrophorese eine
Spannung von 100 V angelegt. Zur GroRenbestimmung wurde der GeneRuler
1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Nach
abgeschlossener Gelelektrophorese wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-
Lésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) gefarbt und die DNA-Banden durch UV-
induzierte Fluoreszenz sichtbar gemacht. Hierzu wurde das Gerat FluorChemE
(ProteinSimple, Kalifornien, USA) genutzt.

2.1.3.6 Transfektion

Fur die Transfektion wurden die Zellen in einer Zellzahl von 10° Zellen pro Well in
eine 6-Wellplatte ausgesat. Insgesamt wurden vier Wells befullt. Je zwei dieser
Wells wurden fur die Transfektion mit jeweils einer der beiden CRISPR/Cas9-
Konstrukte benutzt. Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %
gehalten und mittels Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Darmstadt) transfiziert. Es
wurden pro Well 4 ug Plasmid-DNA verwendet. Davon abgesehen wurden alle
weiteren Schritte und Testreagenzien nach den Empfehlungen des Herstellers
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(Invitrogen, Darmstadt) durchgefuhrt, bzw. verwendet. Sowohl das Wachstum als
auch die Transfektionseffizienz wurden regelmafig mikroskopisch kontrolliert. Fur
die Transfektionseffizienz wurden die an das CRISPR/Cas9-Plasmid gekoppelten
GFP Molekule mittels Lichts einer Wellenlange von 450-490 nm angeregt und die
Emission in einem Spektrum von 500-550 nm unter einem Fluoreszenzmikroskop
begutachtet. Das CRISPR/Cas9-Plasmid enthaltende Zellen zeigten ein deutliches

grunes Fluoreszenzsignal.

2.1.3.7 Zellvereinzelung

Zur Vorbereitung fur die Zellvereinzelung wurden zehn 96-Wellplatten mit jeweils
50 ul Medium befiillt. Das verwendete Medium bestand zu 25 % aus
konditioniertem Medium (= Uberstand der AsPC-1-Zellkultur nach 72h Wachstum).
Diese Konzentration wurde in einem Vorversuch ermittelt, bei dem das Wachstum
vereinzelter AsPC-1-Zellen in Abhangigkeit von der Zugabe von konditioniertem
Medium unterschiedlicher Konzentration beobachtet wurde. Eine Zugabe von 25
% konditioniertem Medium zeigte hierbei die besten Resultate. Ansonsten wurden
dem RPMI 1640 Medium die Ublichen Zusatze in den unter 2.1.1 genannten
Konzentrationen zugemischt.

Nach einer Wachstumsperiode von 48 h nach Transfektion wurden die Zellen nach
dem Ublichen Protokoll der Passagierung von AsPC-1 Zellen (siehe 2.1.1)
gewaschen, trypsiniert und in Medium resuspendiert. Mit dem selben
CRISPR/Cas9-Plasmid transfizierte Wells wurden in diesem Schritt gepoolt. Die
jeweilige Medium-Zellsuspension wurde anschliellend bei 300 g fur 3 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 4 °C kaltem PBS
resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden auf Eis in die ,Cell Sorting Core
Facility“ des Klinikums der Universitat Minchen transportiert und dort mittels eines
FACSAria Ill (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) Durchflusszytometers
vereinzelt. Die Zellvereinzelung erfolgte nach GroRRe der Zellen und Intensitat der
GFP-Fluoreszenz. So wurden Dubletten und andere Zellkonglomerate sowie nicht
transfizierte Zellen zuverlassig ausgeschlossen. Daraufhin wurde in jedes Well der
zehn 96-Wellplatten eine Zelle pipettiert. Jeweils 5 Platten wurden mit
CRISPR/Cas9-Plasmid-1 und 5 Platten mit CRISPR/Cas9-Plasmid-2 transfizierten
Zellen beflullt. Nach der Einzelzellsortierung wurden alle Wells mit 25 %
konditioniertem Medium zu einem Volumen von 200 pl aufgefullt und im
Inkubationsschrank (37 °C, 5 % CO.) gehalten.
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2.1.3.8 Kulturbedingungen

Nach der Zellvereinzelung wurden die Zellen fur eine Woche alle zwei Tage kurz
makroskopisch kontrolliert. Wichtig war hierbei sicherzustellen, dass alle Wells mit
ausreichend Medium beflllt sind, da dieses Uber die Zeit langsam verdunstet.
Ansonsten sollten die Zellen in dieser Phase moglichst storungsfrei gehalten
werden, um ein optimales Anwachsen und Vermehren der Einzelzellklone zu
ermoglichen. Ab dem 8. Tag nach Vereinzelung wurden alle Wells taglich
mikroskopisch kontrolliert und das Wachstum sowie der Zustand der Zellen und
des Mediums dokumentiert. Fur alle folgenden Medienwechsel oder -zugaben
wurde unkonditioniertes RPMI 1640 Medium mit den Standardzusatzen
verwendet. Bei groReren Zellkolonien wurden bis zum Erreichen von Konfluenz je
nach Farbe des Mediums Medienwechsel durchgefuhrt. Im Durchschnitt war dies
alle 3-4 Tage noétig. Zusatzlich wurde in allen anderen Wells mit positivem
Wachstum und geringem Verbrauch von Medium darauf geachtet, dass dieses
stets in ausreichendem Volumen (ca. 200 pl) vorhanden war. Bei Erreichen von
Konfluenz, bzw. stagnierendem Flachenwachstum einer grof3en Kolonie, wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, mit 30 yl Trypsin vom Untergrund abgeldst, in
Medium resuspendiert und in das nachstgrolRere Kulturgefal® dberfihrt. Die
Reihenfolge der Kulturgefae war wie folgt: 96-/24-/6-Wellplatte, T25-Flasche und
T75-Flasche. Da im ursprunglichen Kulturgefal® bei der Passagierung immer einige
Zellen verbleiben, wurde dieses wieder mit Medium befullt und als Reserve
genutzt. Insgesamt erreichten 21 Klone das 6-Well Stadium und wurden auf einen
Knockout untersucht (siehe 2.1.3.9). Alle anderen Klone (max. Anzahl: 34) konnten
innerhalb von 6 Wochen nach Zellvereinzelung nicht so weit passagiert werden,
dass eine Aufzucht zu einer langfristig kultivierbaren Zelllinie sinnvoll erschien. Die
getesteten Klone wurden, sobald sie das T-75 Stadium erreicht hatten, in flissigem
Stickstoff eingefroren.

2.1.3.9 Screening auf DSG2-Knockouts

FUr ein moglichst effizientes Screening auf DSG2-Knockouts wurde Western-
blotting als Methode gewahlt (detaillierte Beschreibung der Methode siehe 2.2).
Die Zellen wurden mit SDS-Lysepuffer (siehe Tabelle 6) lysiert, sobald sie
Konfluenz in einem Well einer 24-Wellplatte erreicht hatten und mindestens zwei

weitere Kulturgefale dieses Klons vorhanden waren. Jeweils sieben Lysate
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unterschiedlicher Klone wurden gesammelt und daraufhin eine SDS-PAGE (siehe
2.2.3) und ein Western-Blot durchgeflhrt.

2.1.3.10 DNA-Extraktion und Sequenzierung

Um die im Screening mittels Western-Blot detektierten DSG2-Knockouts
zweifelsfrei nachzuweisen, wurde eine Sanger-Sequenzierung durchgefuhrt.
Hierdurch konnen etwaige Mutationen und deren Auswirkungen direkt identifiziert
werden. Die Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland) durchgefiihrt. Hierzu wurde der Firma die genaue Target-Site des
jeweiligen CRISPR/Cas9-Konstrukts mitgeteilt und um eine groRziugige
Sequenzierung von 500-700 bp um die Target-Site herum gebeten. Insgesamt
wurden der Firma sieben verschiedene Proben zugesandt. Sechs davon enthielten
DNA, welche aus mit CRISPR/Cas9 transfizierten Klonen isoliert worden war und
eine Probe enthielt DNA des AsPC-1 Wildtyps. Unter den Proben der Klone
befanden sich drei im Western-Blot identifizierte DSG2-Knockouts und drei Klone,
welche dem Wildtyp ahnliche DSG2-Banden zeigten. Als Material wurde der Firma
genomische DNA, welche mittels Chloroform-Phenol-Extraktion gewonnen wurde,
zur Verfugung gestellt.

Die DNA-Extraktion wurde nach folgendem Schema durchgeflhrt: Zunachst
wurden Zellen eines jeden zu analysierenden Klons in einer 6-Wellplatte in einer
Zahl von 108 pro Well und Klon ausgesat. Nach Erreichen von Konfluenz wurden
die Zellen nach Standardprotokoll (siehe 2.1.1) gewaschen, trypsiniert,
resuspendiert und die resultierende Zellsuspension bei 300 g fur 3 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml
Phenol/Chloroform (1:1) (beide Carl Roth, Karlsruhe) aufgenommen und in ein
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Dieser Ansatz wurde kraftig geschuttelt bis sich eine
Emulsion bildete (ca. 20-30 s). Diese wurde daraufhin fir 3 min bei 300 g
zentrifugiert, um die organische und aquatische Phase voneinander zu trennen.
Da sich DNA in der aquatischen Phase l6st, wurde diese in ein neues
Reaktionsgefaly uberfuhrt und die organische Phase, sowie die proteinhaltige
Interphase verworfen. Die Schritte ab der Zugabe von Chloroform/Phenol wurden
so lange wiederholt, bis keine Interphase mehr sichtbar war. Die Interphase zeigt
sich typischerweise als proteinhaltige milchig-tribe Schicht unterhalb der
aquatischen und oberhalb der organischen Phase. Zuletzt wurden der isolierten
aquatischen Phase 500 pl Chloroform zugegeben und erneut wie oben
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beschrieben geschuttelt, zentrifugiert und abpipettiert. Weiter wurde eine
Alkoholfallung durchgefuhrt, um die DNA zu fallen, von Chloroform zu reinigen und
in Wasser Uberfuhren zu konnen. Dabei wurden dem Reaktionsgefald zunachst
50 pl 3 M Natriumacetat (C2HsNaO2) und 25 yl 2 M Magnesiumchlorid (MgClz)
zugeflugt, sowie 1,5 ml 100 %iger Ethanol einer Temperatur von -20 °C. Das
Reaktionsgefall wurde mehrfach invertiert und fir 2 h bei -80 °C inkubiert. Danach
wurde es fur 30 min bei 4 °C bei maximaler Rotationsgeschwindigkeit (19090 g)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml 95
%igem Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen (mehrfaches Invertieren). Erneut
wurde bei 4 °C fiir 10 min bei 19090 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abpipettiert. Im Anschluss wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und
nach vollstandigem Verflichtigen des Ethanols in 50 pl sterilem H20 resuspendiert
und bei -20 °C bis zur Abholung durch die Firma Eurofins gelagert.

2.2 Quantitative Protein-Immunodetektion (Westernblotting)

In diesem Kapitel wird die quantitative Detektion von spezifischen Proteinen in
einem Zelllysat beschrieben (Western-Blot). Dies inkludiert alle vorrangehenden
Schritte, wie die Herstellung der Lysate, die Bestimmung der Proteinkonzentration
im Lysat und das Auftrennen der Proteine nach deren GroRe mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE).

2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Fir alle Westernblotting-Versuche wurden Zelllysate mittels eines
Natriumdodecylsulfat-haltigen Puffers hergestellt (SDS-Lysepuffer, siehe Tabelle
6). Dem SDS-Lysepuffer wurde vor der Zelllyse im Verhaltnis 1:1
2-fach-Proteaseinhibitor (complete ultra tablets, Roche, Basel, Schweiz) zugeflugt.
Zur Zelllyse wurden die in 24-Wellplatten ausgesaten Zellen mit PBS von jeglichen
Mediumsresten befreit und mit 60 ul SDS-Lysepuffer/Proteaseinhibtor versetzt. Die
Zellen wurden mit einer Pipettenspitze vom Boden des Wells abgeschabt und in
ein Reaktionsgefall uberfuhrt. Um das entstandene stark viskose Zelllysat zu
verflussigen und die Zellen vollstandig aufzuschlieBen wurden die Lysate mit
einem Ultraschall-Gerat (Sonifier 250, Branson Ultrasonics, Danbury, USA)
homogenisiert. Die Lysate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.
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2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Bestimmung der in den SDS-Zelllysaten enthaltenen Proteinmenge wurde
das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Der quantitative Proteinnachweis mit
genanntem Kit beruht auf der Biuretreaktion und einer Komplexbildung der
Proteine mit Bicinchoninsaure (Bicinchoninic acid, BCA). Die entstehenden
Chelatkomplexe besitzen ein Absorptionsmaximum bei 562 nm (Smith et al.,
1985). Durch den Vergleich zu einer BSA-Standardgerade (Bovines Serum
Albumin) mit bekannten Konzentrationen kann die in den Proben enthaltene
Proteinmenge photometrisch bestimmt werden. Konkret wurden den jeweiligen
SDS-Zelllysaten (1:5 in SDS-Lysepuffer/Proteaseinhibitor verdiinnt) in einer 96-
Wellplatte 200 pl der vorher vorbereiteten Reaktionslosung des Kits zugegeben
und die Wellplatte bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Nach dem Abkuhlen der Proben
im Dunkeln bei RT (ca. 20 min) wurden die jeweiligen Absorptionswerte mit dem
Mikroplattenleser Infinite 200 bestimmit.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um spezifische Proteine in einem Western-Blot detektieren zu kdnnen, mussen
diese zuvor nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies geschieht
mittels einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Diese Methode
basiert auf der elektrophoretischen Proteinauftrennung nach Laemmli (Laemmli,
1970). Hierzu wurden die Proben vor der Elektrophorese 1:3 mit Laemmli-Puffer
(siehe Tabelle 6) gemischt und fir 5 min bei 95 °C in einem Heizblock denaturiert.
AnschlieRend wurden standardmaRig 7,5 ug Protein pro Probe in die Taschen
eines 5 %igen SDS-Polyacrylamidgels pipettiert. Dieses Gel diente als Sammelgel.
An das Sammelgel anschlieRend wurden die Proben in einem 10 %igen
Polyacrylamidgel bei einer Spannung von 120 V in einer mit Laufpuffer (siehe
Tabelle 6) gefillten Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad Laboratories, Minchen)
nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Durch das Detergenz SDS und die Denaturierung
bei 95 °C liegen die Proteine wahrend der Auftrennung in ihrer einheitlich negativ
geladenen Primarstruktur vor und die Laufgeschwindigkeit im Gel wird alleine
durch die GrolRe des Proteins determiniert (Laemmli, 1970). Als Grof3enstandard
wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) verwendet. Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel direkt im nachsten
Schritt (siehe 2.2.4) weiterverarbeitet.
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2.2.4 Western-Blot und Immundetektion

Direkt nach der Elektrophorese wurden die im SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteine fur die Detektion auf eine Nitrocellulosemembran
(Amersham-Biosciences, Freiburg) Ubertragen. Hierzu wurde das Gel und die
Membran flankiert von jeweils zwei Filterpapieren in eine mit 1x Transferpuffer
(siehe Tabelle 6) geflllte Mini Trans-Blot®-Kammer (Bio-Rad) eingespannt. Dabei
wurde besonders darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen Gel und
Membran verblieben. Bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA wurden die
Proteine uber 1,5 h auf die Nitrocellulosemembran Ubertragen. Zur Absattigung
freier Protein-Bindungsstellen wurde die Membran bei Raumtemperatur fur 1 h mit
5 % BSA in TBST (Tabelle 6) inkubiert (Blocken). Nach dem Blocken wurde die
Membran mit dem fir das jeweilige zu detektierende Protein spezifischen
Primarantikdrper fir ca. 16 h (je nach Antikdrper aber in jedem Fall > 8 h) bei 4 °C
auf einer rotierenden Platte (Rotator Genie, Scientific Industries, New York, USA)
inkubiert. Darauffolgend wurde nicht gebundener Primarantikorper durch
dreimaliges Waschen der Membran fiur jeweils 5 min in TBST wieder entfernt.
Dieser Schritt ist entscheidend, um stérende Hintergrundsignale zu verringern.
AnschlieRend wurde die Membran fur 2 h bei Raumtemperatur mit Meerrettich-
Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikdrper behandelt. Dieser ist gegen die Fc-
Domane des verwendeten Primarantikorpers gerichtet und wurde standardmafRig
1:10000 in TBST verdunnt.

Um die gesuchten Protein-Banden visualisieren zu kdnnen, muss die Membran mit
einer Entwicklerlosung behandelt werden. Dies geschah nach der ECL-Methode
(engl. enhanced chemiluminescence) (Whitehead et al., 1979). Hierbei werden die
beiden frisch hergestellten (Haltbarkeit ca. 3 d) Ldsungen ECL | und ECL Il (siehe
Tabelle 6) im Verhaltnis von 1:1 gemischt und die Membran darin fur 1 min
geschwenkt.  Gebundene  Sekundarantikbrper  (Antigen-Primarantikérper-
Sekundarantikérper-Komplexe) katalysieren durch die aktive Peroxidase hierbei
die Reaktion von Luminol zu lichtemittierendem Carbonyl. Diese Lichtemission
wurde mit dem Gerat FluorChem E (ProteinSimple, San Jose, USA) digital
aufgenommen. Sollten auf derselben Membran nach bereits erfolgter
Antikorperinkubation weitere  Proteine  gleichen oder sehr ahnlichen
Molekulargewichts detektiert werden, musste die Stripping-Methode angewendet

werden. Mit dieser werden alle nach der Entwicklung noch gebundenen
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Primarantikdrper durch das Inkubieren der Membran in Strippingpuffer (siehe
Tabelle 6) flr 25 min bei 70 °C entfernt. Danach musste die Membran erneut wie

oben beschrieben geblockt werden.

2.3 Indirekte Inmunfluoreszenzmikroskopie

Diese Methode wurde verwendet, um die morphologische Proteinverteilung in den
Pankreaskarzinom-Zellen zu untersuchen. Hierbei wurden die Zellen mit einem
Primarantikorper behandelt, dessen Fan-Teil an die Epitope der jeweils zu
untersuchenden Proteine bindet. Diese Bindung wurde mittels eines Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikérpers (gegen Fc-Domane des Primarantikdrpers
gerichtet) durch Anregung mit Licht spezifischer Wellenlange und der
resultierenden Emission des Fluorophors sichtbar gemacht. Alle Aufnahmen
wurden mit einem TCS SP5-Konfokalmikroskop der Firma Leica, Mannheim
angefertigt.

Fir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen in einer Zahl
von 2,5 x 10° Zellen pro Well in einer 24-Wellplatte auf unbehandelte Glas-
Deckglaschen (Durchmesser: 12 mm) ausgesat und bis zur Konfluenz gehalten.
Nach Erreichen dieser wurden die Zellen grandlich mit PBS gewaschen und fur 10
min mit 2 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert. Daraufhin wurde dreimal mit
PBS fur 5 min gewaschen und anschliellend mit 0,1 % Triton-X-100 (AppliChem,
Darmstadt, Deutschland) in PBS fur 5 min permeabilisiert. Erneut wurde wie oben
dreimal mit PBS gewaschen. Fur die weitere Bearbeitung wurden die
Deckglaschen auf Objekttrager Uberfihrt und, um unspezifische Antikorper-
bindungsstellen abzusattigen, fir 1 h bei Raumtemperatur mit BSA/NGS (Bovines
Serum Albumin/Normal Goat Serum) inkubiert. Danach wurde das BSA/NGS
vorsichtig mit einem Stlck Zellstoff abgesaugt und 30 pl Primarantikorper auf die
Deckglaschen pipettiert. Die folgende Inkubation wurde in einer Feuchtkammer bei
4 °C uber Nacht durchgefuhrt. Vor Zugabe des Sekundarantikrpers wurde
abermals dreimal mit PBS fur jeweils 5 min gewaschen. Bevor der
Sekundarantikdrper zugegeben werden konnte, mussten die Deckglaschen auf
Zellstoff vorsichtig abgetupft werden, um moglichst viel verbleibendes PBS zu
entfernen. Vom Sekundarantikorper wurde ebenfalls ein Volumen von 30 pl
verwendet und erneut in der Feuchtkammer fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurde dreimal mit PBS gewaschen, der Objekttrager gut getrocknet
und das Deckglaschen kurz in destilliertes H.O getaucht, um eventuell
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auskristallisierende PBS-Reste zu entfernen. Nach erneutem Abtupfen des
Deckglaschens wurde dieses mit dem Zellrasen nach unten auf einem vorher auf
dem Objekttrager platzierten Tropfen Eindeckmittel (ProLong® Diamond Antifade
Mountant, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) platziert.

2.4 EdU-Proliferationsassay

Fir die Bestimmung der Proliferationsrate wurde das Click iT® EdU Imaging Kit
von Thermo Fisher Scientific verwendet. Dieses Kit ermoglicht die
fluoreszenzmarkierte  Detektion proliferierender Zellen nach folgender
Funktionsweise: In einem ersten Schritt werden die zu untersuchenden Zellen mit
5-Ethinyl-2'-desoxyuridin (EdU) inkubiert. Dieses wird von den Zellen hocheffektiv
als Thymidin-Analogon in neu synthetisierte DNA integriert. Im nachsten Schritt
wird EdU mittels einer Cu(l) katalysierten Cycloadditionsreaktion zwischen der
terminalen Alkin-Gruppe des EdU und einem Fluorophor-gekoppelten Azid
fluoreszenzmarkiert. Diese Reaktion wird auch als ,Click-Reaktion“ bezeichnet
(Kolb et al., 2001). Als Fluorophor wurde in diesem Fall Alexa488 verwendet. Ein
Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die DNA nicht mehr denaturiert werden
muss, wie dies in bis vor wenigen Jahren noch gangigen antikorpervermittelten
Fluoreszenzmarkierungen der Fall war (Salic and Mitchison, 2008). Zudem
ermoglicht die geringe Grof3e des Alexa488-Azids eine hohe Penetration der DNA
und kann somit inkorporierte EdU-Molekile zuverlassig nachweisen (Salic and
Mitchison, 2008). Um ein Verhaltnis zwischen proliferierenden und nicht
proliferierenden Zellen bilden zu kdnnen, wurden alle Zellkerne mittels dem in oben
genannten Kit enthaltenen Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt.

Die Zellen wurden in 24-Wellplatten auf 12 mm Deckglaschen in einer Zahl von
10° Zellen pro Well ausgesat. Nach einer Wachstumsphase von 24 h wurden die
Zellen fur 1 h mit EAU inkubiert und anschlielend fixiert. Bis auf die Fixierung,
welche mit 2 % PFA in PBS durchgefuhrt wurde, wurden alle weiteren Schritte und
Chemikalien nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefuhrt, bzw.
verwendet. Die Aufnahmen wurden mit einem TCS SP5-Konfokalmikroskop
(Leica, Mannheim) angefertigt.
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2.5 Migrations-Assay

Um die Mobilitat der Zellen in einem zweidimensionalen Ansatz studieren zu
kénnen, wurde der sogenannte Migrations-Assay (Wundheilungs-Assay)
verwendet. Hierbei wird gemessen, wie viel Prozent der Flache eines kunstlich
erzeugten Defekts in einem konfluenten Monolayer die Zellen in einem bestimmten
Zeitraum wieder verschliellen. Versuche dieses Typs wurden in 24-Wellplatten
durchgefiihrt. Die Zellen wurden in einer Zahl von 2,5 x 10° pro Well ausgesat und
bis zur Konfluenz unter Standardbedingungen gehalten. Um ein hohes Mal} an
Vergleichbarkeit zwischen den jeweiligen Bedingungen zu erreichen, wurde
speziell auf die moglichst gleiche Dichte des Zellrasens geachtet. Hatten die Zellen
Konfluenz erreicht, wurde mittels einer Pipettenspitze (2-200 pl, Eppendorf,
Hamburg) ein schmaler Streifen Zellen abgeschabt, sodass ein zellfreier Bereich
in der Mitte des Wells entstand (= Wunde). Im Anschluss wurde ein
Mediumswechsel durchgefuhrt und die Wunde an einer definierten Stelle mittels
einer an das Mikroskop (Axio Vert A1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) montierten
Digitalkamera (EOS600D, Canon, Tokio, Japan) bei 40facher VergréfRerung
fotografiert. Dieses Bild diente als 0 h Referenzbild, um die geschlossene Wund-
Flache nach 8 und 24 h als relativen Wert an der Wund-Flache bei 0 h ausdricken

zu konnen. Fur die Messung der Wund-Flachen siehe 2.8.

2.6 Lebendzell-Mikroskopie und Phédnotypisierung wahrend

Migration

Um die migratorischen Fahigkeiten von Pankreaskarzinom-Zellen in Echtzeit
untersuchen zu konnen wurde die Lebendzell-Mikroskopie verwendet. Hierzu
wurden die Zellen in 8-Well p-slide Zellkammern (Ibidi, Martinsried, Deutschland)
in einer Zahl von 6,25 x 10* Zellen pro Well ausgesat. Nach Erreichen von
Konfluenz wurde dem Zellrasen analog zum Migrations-Assay (siehe 2.5) mit einer
Pipettenspitze (0,1-10 ul, Eppendorf, Hamburg) eine Wunde zugefiihrt. Daraufhin
wurde die Zellkammer in eine Inkubationskammer eingespannt, welche auf den
automatisierten Objekttisch eines Fluoreszenzmikroskops (DMi 8, Leica,
Mannheim, Deutschland) montiert war. Wahrend der gesamten Aufnahmedauer
wurden die Zellen bei 37 °C, 100 % Luftfeuchte und 5 % CO: inkubiert. Vor
Aufnahmebeginn wurden mithilfe des automatisierten Objekttisches und der
Software ,Leica Application Suite X“ (Leica, Mannheim) verschiedene zwischen
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den einzelnen Konditionen vergleichbare Positionen markiert. Das Mikroskop
wurde so programmiert, dass alle 2-10 min alle markierten Positionen
nacheinander abgefahren und aufgenommen wurden. Je nach Versuch wurde die
Aufnahme nach 12-24 h beendet. Die Aufnahmen wurden mittels einer an das
Mikroskop montierten Digitalkamera (Hamamatsu Orca-Flash 4.0 V2,
Hamamatsu-City, Japan) erstellt.

FUr die Phanotypisierung der migrierenden Zellen wurden die Aufnahmen zum
Zeitpunkt 10 h nach Migrationsbeginn verwendet. Die Zellen wurden je nach
Morphologie in zwei Gruppen eingeteilt: Epithelial und mesenchymal. Um den
Phanotyp zuverlassig und anhand der Zelldynamik differenzieren zu konnen,
wurden zusatzlich Aufnahmen im Zeitraum 9-11 h nach Migrationsbeginn
miteinbezogen. Als Kerncharakteristika fur einen epithelialen Phanotyp wurde die
Zellpolaritat sowie das Ausbilden langstreckiger Zellkontakte herangezogen
(Lullmann-Rauch, 2015). Fir eine mesenchymale Kategorisierung sprach das
Verlassen des Zellverbands inklusive des Abbaus von Zellkontakten, das
Abflachen und Elongieren der Zelle, sowie das Ausbilden eines
lamellipodienreichen fuhrenden Zellteils und eines kontraktilen folgenden
Zellendes (Kalluri and Weinberg, 2009). Die Zellen wurden je nach Kategorie
farbkodiert markiert und gezahlt. Des Weiteren wurden die Zellen auch danach
beurteilt, ob sie in Kontakt mit anderen Zellen als Front migrieren, oder ob sie sich
aus dem Zellverbund I6sen und als einzelne Zellen migrieren. Dies wurde analog
zur Phanotypisierung anhand der Aufnahme bei 10 h quantifiziert. Als einzeln
migrierende Zelle galt jede Zelle, die keine epithelialen Zellkontakte mehr zeigte

und sich vom Zellverbund losgelost hatte.

2.7 cAMP-Assay

Als cAMP-Assay wird eine Methode zur Konzentrationsbestimmung von cAMP in
einer Probe Zelllysat bezeichnet. Hierzu wurde das cAMP-Enzyme-Immunoassay-
Kit der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA verwendet. Es handelt sich bei diesem
Kit um einen kompetitiven Immunoassay. Ein polyklonaler Anti-cAMP-Antikorper
bindet entweder freie cAMP-Molekule oder Konjugate aus cAMP und alkalischer
Phosphatase. Dies geschieht in Wells, deren Boden mit Sekundarantikorper gegen
den Anti-cAMP-Antikorper beschichtet sind. Nach einem Waschschritt wird para-
Nitrophenylphosphat zugegeben. Dieses wird durch die alkalische Phosphatase
zu gelbem para-Nitrophenol dephosphoryliert. Je mehr cAMP in der Probe
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enthalten ist, desto weniger cAMP-alkalische-Phosphatase-Konjugate sind an den
Wellboden gebunden und desto geringer fallt der Farbumschlag aus. Verglichen
mit einer logistischen Standardkurve bekannter cAMP-Konzentrationen Iasst sich
somit die cCAMP-Konzentration in der Probe ermitteln.

Die Zellen wurden in einer Zahl von 2,5 x 10° pro Well in einer 24-Wellplatte
ausgesat und mittels 160 pl 0,1 M Salzsaure (HCI) pro Well lysiert. Alle anderen
Schritte und Reagenzien wurden nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt, bzw.
verwendet. Der Farbumschlag wurde Uber die optische Dichte bei 405 nm mit dem
Mikroplattenleser Infinite 200 gemessen.

2.8 Analyse und statistische Auswertung des Bild- und

Datenmaterials

FUr die quantitative Auswertung des Bildmaterials wurde die open-source Software
,Fiji“ genutzt (Schindelin et al., 2012). Diese ist eine Distribution der bekannten
Analysesoftware ,Imaged* (Rueden et al., 2017).

Western-Blot-Banden wurden densitometrisch gemessen. Der die jeweilige Bande
direkt umgebende Hintergrundwert wurde stets subtrahiert. Um Abweichungen in
der geladenen Gesamtproteinmenge zu bertcksichtigen, wurden die untersuchten
Proteinmengen stets in Relation zur Ladekontrolle gesetzt. Hierfur diente das
ubiquitare Enzym GAPDH. Fur Phosphoproteine wurde jeweils die Gesamtmenge
aus phosphoryliertem und unphosphoryliertem Protein als Ladekontrolle benutzt.
Die Quantifizierung der Proliferationsrate im EdU-Proliferationsassay wurde in Fiji
mittels einer grenzwertbasierten (,threshold“) Partikelzahlung (,analyze particles®)
durchgefuhrt. Die Methode wurde zu Beginn des Experiments durch manuelle
Zahlung validiert. Die validierten Einstellungen wurden Uber alle Wiederholungen
und Konditionen beibehalten.

Die Flachenmessungen bei Migrations-Assays wurden durch die ,Measure-
Funktion® nach Freihand-Markierung der zu messenden Flache durchgefuhrt. Die
zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene Flache wurde stets in Relation zur Flache
zum Zeitpunkt t = 0 h gesetzt.

Die Einzelaufnahmen der Lebendzell-Mikroskopie wurden mittels der ,Stack-
Funktion® in Fiji zu Videos editiert.

Die Erstellung der cAMP-Assay-Standardkurve sowie die Ermittlung der jeweiligen
Konzentrationen mittels 4-Parameter logistischer Regression wurde mit dem

Statistikprogramm Origin 8.1 (Originlab, Northampton, USA) durchgeflhrt.
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Fur die weitere Bildbearbeitung, bzw. das Erstellen von Abbildungen oder
Schemazeichnungen wurde Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems, San Jose,
USA) verwendet.

Fir die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung von Diagrammen und
Graphen wurde sowohl Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA), als auch das
Statistikprogramm Prism 7 (GraphPad, La Jolla, USA) verwendet. Sofern nur zwei
Konditionen miteinander verglichen wurden, wurde der doppelseitige ungepaarte
Student’s t-Test zur Prufung der Signifikanz genutzt. Bei Versuchen mit mehr als
zwei zueinander in Bezug gesetzten Konditionen wurde mittels einfaktorieller
ANOVA (engl. analysis of variance) und anschlieBender Bonferroni-Korrektur auf
statistische Signifikanz getestet. Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05
angenommen. Die in den Abbildungen gezeigten Fehlerbalken stellen die
jeweiligen Standardfehler (SEM) graphisch dar.

2.9 Verwendete Reagenzien

2.9.1 Antikérper und Mediatoren

Tabelle 3: Verwendete Primérantikérper

i . o Anwendung/
Antikorper Spezies/Klonalitat Konzentration Hersteller
anti-Desmocollin- Maus/monoklonal IF 1:100 Invitrogen,
2/3 (7G8) ' Camarillo, USA
anti-Desmoplakin | Maus/monoklonal WB 1:1000 Santa Cruz,
I/11 (A-1) IF 1:100 Dallas, USA
Maus/monoklonal WB 1:200 Acris, Herford,
anti-DSG2
(10G11) IF 1:100 Deutschland
Maus/monoklonal BD, Franklin
anti-E-Cadherin IF 1:100
(36/E-Cadherin) Lakes, USA
WB 1:1000 Santa Cruz,
anti-EGFR Kaninchen/polyklonal
IF 1:100 Dallas, USA
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i . o Anwendung/
Antikorper Spezies/Klonalitat Konzentration Hersteller
] WB 1:1000 Cell Signaling,
anti-ERK1/2 Kaninchen/polyklonal
IF 1:100 Danvers, USA
Maus/monoklonal Santa Cruz,
anti-GAPDH WB 1:3000
(0411) Dallas, USA
Kaninchen/ Cell Signaling,
anti-HER2 WB 1:1000
monoklonal (29D8) Danvers, USA
Abcam,
anti-phospho- _ _
Kaninchen/polyklonal | WB 1:1000 Cambridge,
EGFR (Y845)
England
anti-phospho-
Maus/monoclonal WB 1:1000 Santa Cruz,
ERK1/2
(E-4) IF 1:100 Dallas, USA
(Thr202/Tyr204)
anti-phospho- Kaninchen/ Cell Signaling,
WB 1:1000
HER2 (Tyr1196) monoklonal (D66B7) Danvers, USA
Progen,
Maus/monoklonal WB 1:1000 _
anti-Plakoglobin Heidelberg,
(PG 5.1) IF 1:100
Deutschland

Alle beschriebenen Primarantikérper wurden fur den Einsatz in der Western-Blot
Immunodetektion in 5 % BSA in TBST verdunnt. Fur die Immunfluoreszenz-

markierung wurden die Antikorper in PBS verdinnt.

Tabelle 4: Verwendete Sekundérantikérper

I Gekoppeltes(r) Anwendung/
AL Enzym/Fluorophor Konzentration AERIEIES
Ziege-anti- Pox (WB) WB 1:10000 Dianova, Hamburg,
Maus Cy3, Cy5 (IF) IF 1:600 Deutschland
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I Gekoppeltes(r) Anwendung/
AT 2 Enzym/Fluorophor Konzentration AT
Ziege-anti- Pox (WB) WB 1:10000 Dianova, Hamburg,
Kaninchen Cy3, Cy5 (IF) IF 1:600 Deutschland

Fur Western-Blots wurden die Sekundarantikorper in TBST und fur die
Immunfluoreszenzdarstellung in PBS eingesetzt. Alexa488-Phalloidin (Life
Technologies, Carlsbad, USA) diente der Anfarbung des Aktin-Zytoskeletts durch

Bindung an filamentares Aktin und wurde ebenfalls in PBS verdinnt.

Tabelle 5: Verwendete Mediatoren

Name Funktion Konzentration | Hersteller
Stimulation der Sigma-Aldrich, St.
Forskolin 5 uM .
Adenylylcyclase Louis, USA
_ Inhibition der Sigma-Aldrich, St.
Rolipram _ 10 uM .
Phosphodiesterase 4 Louis, USA

Bei der Verwendung von Mediatoren wurde stets darauf geachtet, die jeweiligen
Kontrollkonditionen unter identischen Bedingungen zu halten. Forskolin/Rolipram
(F/R) wurde im Western Blot und cAMP-Assay standardmafig als Mediator-
Kombination fir 4 h inkubiert. Fur die Migrationen wurde F/R direkt nach Zuftugen

der Wunde zugegeben und fur das gesamte Experiment im Medium belassen.

2.9.2 Puffer und Lésungen

Dieses Kapitel enthalt eine Auflistung aller nicht im jeweiligen Methodenkapitel
detailliert beschriebenen Puffer und Losungen.

Tabelle 6: Puffer und Lésungen

Bezeichnung Methode Komponenten Hersteller

0,1 % Bovines Serum | Sigma-Aldrich, St.

Albumin Louis, USA
BSA/NGS IF 10 % Ziegenserum Jackson
in PBS Immuno-Research,

West Grove USA
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Bezeichnung Methode Komponenten Hersteller
500 pl Luminol- AppliChem, Darmstadt
Losung
220 yl PCA-LGsung Sigma-Aldrich, St.
ECL I WB
Louis, USA
5ml1 M Tris-HCI AppliChem, Darmstadt
ad 50 ml H20 -
32 pl H20o, AppliChem, Darmstadt
ECL I WB 5ml 1 M Tris-HCI AppliChem, Darmstadt
ad 50 ml H2>0 -
0,5 M KClI Sigma-Aldrich, St.
Trans- Louis, USA
KCM-Puffer
formation | 0,15 M CaClz Carl Roth, Karlsruhe
0,25 M MgCl Carl Roth, Karlsruhe
0,19 M Tris/HCI AppliChem, Darmstadt
0,2 M SDS Carl Roth, Karlsruhe
Laemmli-
WB 4,1 M Glycerin Carl Roth, Karlsruhe
Puffer
0,3 mM
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt
1 M Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Laufpuffer WB 124 mM Tris/HCI AppliChem, Darmstadt
17,3 mM SDS Carl Roth, Karlsruhe
- 25 g/L LB-Medium AppliChem, Darmstadt
rans-
LB-Agarplatten . Pulver Sigma-Aldrich, St.
formation
15 g/L Agar Louis, USA
20 g/L LB-Medium AppliChem, Darmstadt
Trans-
LB-Medium Pulver
formation

5 g/L NaCl

AppliChem, Darmstadt
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Bezeichnung Methode Komponenten Hersteller
0,68 M NaCl AppliChem, Darmstadt
13,4 mM KCI Sigma-Aldrich, St.
PBS Allgemein Louis, USA
48 mM NaxHPO4 Carl Roth, Karlsruhe
7,3 mM KH2PO4 Carl Roth, Karlsruhe
25 mM HEPES Sigma-Aldrich, St.
SDS- WE 2mM EDTA Louis, USA
Lysepuffer 25 mM NaF Merck, Darmstadt
1% SDS Carl Roth, Karlsruhe
25 mM Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Strippingpuffer | WB 1 % SDS Carl Roth, Karlsruhe
pH 2,0
242 g Tris in 500 ml AppliChem, Darmstadt
H20
Agarose- . .
TAE-Puffer 100 ml 0,5 M Sigma-Aldrich, St.
Gelelektro-
(50x) Na2EDTA (pH 8,0) Louis, USA
phorese
57,1 ml Eisessig Carl Roth, Karlsruhe
ad 11 H20 -
20 mM Tris/HCI AppliChem, Darmstadt
TBS WB
137 mM NacCl AppliChem, Darmstadt
0,05 % Tween 20 in | AppliChem, Darmstadt
TBST WB
TBS -
25 mM Tris/HCI AppliChem, Darmstadt
Transferpuffer WB 195 mM Glycin Carl Roth, Karlsruhe
(5x) 250 ml Methanol Carl Roth, Karlsruhe
3,5 mM SDS Carl Roth, Karlsruhe
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung verwendeter Zelllinien

3.1.1 Wildtyp-Zelllinien

DSG2

DSC2/3

DP

PG

E-CAD

Abbildung 4: Immunfluoreszenz-Charakterisierung von Wildtyp-Zelllinien
Représentative Konfokal-Lasermikroskopie-Aufnahmen der verwendeten Wildtyp-
Zelllinien unter Anférbung der jeweiligen Zielmolekiile mittels indirekter

Immunfluoreszenzdarstellung, Ma3stab: 15 um, N = 4

Zu Beginn der Studie wurden alle verwendeten Wildtyp-Zelllinien mittels
Immunfarbung auf die Expression von DSG2, DSC2/3, DP, PG und E-Cadherin
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(E-CAD) untersucht (siehe Abbildung 4). Hierbei wurde deutlich, dass
verschiedene Pankreaskarzinom-Zelllinien deutliche Unterschiede in der
Expression dieser Zelladhasions-Proteine aufweisen. Wahrend man bei DSG2
eine relativ ahnliche membranstandige Distribution beobachten kann, sind die
Unterschiede bei DP und PG deutlich groRer. In Capan-2 Zellen scheint
Desmoplakin sogar vermehrt im Nukleus anzutreffen zu sein. Ebenfalls auffallend
ist die prominente membranstandige Farbung von E-CAD in Capan-2. Basierend
auf der relativ homogenen, membranstandigen Farbung von DSG2 und DSC2/3 in
den AsPC-1-Zellen, wurde diese Zelllinie fur die Knockout-Herstellung ausgewahlt.

3.1.2 shRNA DSG2-Knockdown-Zelllinien

shNT shDSG2

Klon 8 Klon 5 Klon 3 Klon 4

DSG2

F-Actin

DSG2 +
F-Actin

Abbildung 5: Vergleich DSG2-Distribution shRNA-Klone
Représentative Konfokal-Lasermikroskopie-Aufnahmen der verwendeten shRNA
DSG2-Knockdown Klone unter Anfarbung der jeweiligen Zielmoleklile mittels indirekter

Immunfluoreszenzdarstellung, Ma3stab: 30 um, N = 3

Da wahrend der Generierung der CRISPR/Cas9-Knockouts parallel bereits
bestehende DSG2-Knockdown-Zelllinien eingesetzt werden sollten, wurden diese

ebenfalls charakterisiert. Um einen Eindruck Uber die drei nach Wachstum und
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Zellmorphologie vorausgewahlten DSG2-Knockdown Klone (Klon 3, 4, 5)
hinsichtlich ihrer DSG2 Distribution zu erlangen, wurden diese mit dem Kontroll-
Klon (Klon 8) verglichen. Dieser wurde mit einem Plasmid, das fur eine irrelevante
shRNA (shNT) codiert, transfiziert. Die homogenste Reduktion des DSG2-Signals
zeigte in diesem Versuch Klon 3. Um die Zellmorphologie besser beurteilen zu
konnen, wurde zusatzlich F-Actin angefarbt. Hierbei ergaben sich keine deutlichen
Unterschiede zwischen den einzelnen Klonen. Um den DSG2-Verlust quantitativ
vergleichen und einen Standard-Klon fur weitergehende Experimente auswahlen
zu koénnen, wurde weiterhin mittels Western-Blot auf DSG2-Expression getestet.

shNT shDSG2
® G SO > N NS
& ¢ ¢ ¢
DSG2 | e s - —— - 160 kDa
GAPDH | s s — W s - 36 kDa

Abbildung 6: Vergleich DSG2-Expression shRNA-Klone

Représentativer Western-Blot fiir die DSG2-Expression verschiedener shRNA-Klone.
Banden fiir GAPDH dienen als Ladekontrolle. Fiir eine detaillierte Bezeichnung der
jeweiligen Klone siehe Tabelle 1. Klon 5.1 sind Zellen des Klon 5, die einer friiheren

(eingefrorenen) Passage entnommen wurden. N = 3

Im Western-Blot wurde die unterschiedliche Effizienz des shRNA vermittelten
DSG2-Knockdowns deutlich. Wahrend zum Beispiel Klon 5 einen relativ geringen
DSG2-Verlust zeigte, war dieser bei Klon 3 und 4 ausgepragter. Des Weiteren
zeigte sich vor allem bei Klon 5 eine Instabilitat des Knockdowns uber mehrere
Passagen. Deshalb wurden auch unterschiedliche Passagen desselben Klons
getestet (Klon 5.1). Letztendlich wurde Klon 3 aufgrund seiner guten
Wachstumseigenschaften, eines stabilen DSG2-Verlusts im Western-Blot und
einer homogenen interzellularen DSG2-Distribution in der Immunfluoreszenz-

darstellung (siehe Abbildung 5) als Standardklon gewahlt.
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3.1.3 CRISPR/Cas9 DSG2-Knockout-Zelllinien

Vor der Generierung der CRISPR/Cas9-Knockouts mussten die gelieferten
Plasmide zuerst in E. coli transformiert werden. Nach der Transformation wurde
die korrekte GroRe des Plasmids mittels Restriktionsverdau und Agarose-
Gelelektrophorese nachgewiesen.

o o
\OQ’% \C’Q’%
S K
N Q N Q
N ™
10.000 bp = TR e
8.000 bp | 242i0p
XS XS <
£ & &
QN & %
Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophorese CRIPSR/Cas9 Plasmide
Die erwarteten CRISPR/Cas9-Plasmide zeigen in ihrer linearisierten Form eine Bande
bei ca. 8.000 bp. N = 1

Laut Herstellerinformationen besitzen die CRISPR/Cas9-Plasmide eine Lange von
8.242 bp. Dies stimmte mit den Banden der linearisierten Form in der Agarose-
Gelelektrophorese Uberein und deutete die korrekte Vervielfaltigung der
gewunschten Plasmide an.

In der anschlielRenden Konzentrationsmessung wurden Konzentrationen von ca.
0,9 pg/ul und Reinheitswerte (OD 260 nm / OD 280 nm) von 1,9 bestimmt.

Nach der Transfektion und der Aufzucht der Einzelzellklone wurden Western-Blot-
Analysen zum Nachweis eines DSG2-Knockouts auf Proteinebene durchgefuhrt.
Dieser Versuch diente als erstes Screening fur weitere Charakterisierungsschritte,
bzw. weitere Nachweise des Knockouts auf Gen-Ebene.

39



3 Ergebnisse

DSG2 | s — ' C g— - 160 kDa

GAPDH | s s s s s o g - 36 kDa

DSG2 3 PR 160 kDa

GAPDH , D G e— — ' w | 36 kDa

DSG2 - - - - - v —— - G CE— 160 kDa

GAPDH — —— — —— ——— 36 kDa

Abbildung 8: Knockout Screening Western-Blot

Die Abbildung zeigt die drei durchgefiihrten Screening-Western-Blots fiir insgesamt
21 verschiedene CRISPR/Cas9-Klone. Systematik der Klonbezeichnung: 1. Ziffer <5
entspricht einer Transfektion mit CRISPR/Cas9-Plasmid-1; 1. Ziffer 26 entspricht einer
Transfektion mit CRISPR/Cas9-Plasmid-2. Die auf den Bindestrich folgende
Buchstaben-Ziffer-Kombination entspricht der urspriinglichen Wellposition auf den
96-Wellplatten. Als Referenz wurde jeweils Lysat des AsPC-1 Wildtyps (wt)
aufgetragen. Bei drei Klonen (7-F11, 7-G5, 8-E5) fehlte die fiir DSG2 spezifische
Bande bei ca. 160 kDa. N = 1

Auffallend war, dass nur diejenigen Klone Mutationen aufwiesen, welche mit
CRISPR/Cas9-Plasmid-2 transfiziert wurden (vgl. Tabelle 2). Dies bedeutete, dass
in der nachfolgenden Sequenzierung die Target-Site in Exon 5 mit angrenzenden
Bereichen zu untersuchen war. Zudem kamen fur die jeweiligen Knockouts als

Kontroll-Zellklone nur diejenigen Klone in Frage, welche ebenfalls mit
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CRISPR/Cas9-Plasmid-2 transfiziert wurden. Fur die Sequenzierung wurden
daher die folgenden Klone ausgewahlt: 8-D7, 9-C7 und 10-E4 (Kontrolle) sowie 7-
G5, 7-F11 und 8-E5 (KO).

A

Target-Site

AsPC-1 wt CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC
8-D7 Allel 1&2 CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC
9-C7 Allel 1&2 CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC
10-E4 Allel 1&2 CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC

B

Target-Site

AsPC-1wt CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC
8-E5 Allel 1&2 CAGCTAACAGTTACGCTTTG ----- AAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC

C

. Target-Site .
AsPC-1wt CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAAC

7-F11 Allel T CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCCAAGAGGAAACAATGTAGAGAAA
7-F11 Allel 2 CAGCTAACAGTTACGCTTTGGATGCGAAGAGGAAACAATGTAGAGAAA

Abbildung 9: Sanger-Sequenzierung der CRISPR/Cas9-Klone

A, B, C: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Karte und der um die Target-Site
herum befindlichen Sequenz von DSG2 in Exon 5 (als roter Balken markiert). Die
Wildtyp-Sequenz (AsPC-1 wt) ist stets als Referenz angegeben. Mutationen sind in
roter Schrift gedruckt. A: Ergebnis der Sanger-Sequenzierung der drei Kontroll-Klone
8-D7, 9-C7 und 10-E4. Bei allen dieser Klone zeigte sich eine auf beiden Allelen zum
Wildtyp komplementédre Sequenz. B: Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von KO-
Klon 8-E5. Hier zeigte sich eine homozygote Deletion von 5 Basen. C: Ergebnis der
Sanger-Sequenzierung von KO-Klon 7-F11. Hier zeigte sich eine heterozygote
Mutation, bestehend aus der jeweiligen Inserierung eines Cytosins auf Allel 1 und eines
Guanins auf Allel 2. N = 1
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In der Sequenzierung zeigten sich bei zwei von drei (7-F11 und 8-E5) im Western-
Blot detektierten DSG2-Knockout-Klonen eindeutige Mutationen innerhalb der
Target-Site (siehe Abbildung 9). Diese Mutationen flhrten jeweils zur
Verschiebung des Leserasters und konsekutiv zur Ausbildung eines Stopcodons
innerhalb von Exon 5. Bei KO-Klon 7-G5 konnte trotz stabilem Knockout im
Western-Blot keine eindeutige Mutation in der Sanger-Sequenzierung identifiziert
werden. Daher wurde dieser Klon nach der Charakterisierung von weiterfuhrenden
Experimenten ausgeschlossen. Bei den getesteten Kontroll-Klonen (8-D7, 9-C7,
10-E4) konnte eine zum Wildtyp komplementare Sequenz im Bereich um die
Target-Site nachgewiesen werden.

AsPC-1 wt DSG2 KO 7-G5
: DSG2

DSG2 KO 7-F11 DSG2 KO 8-E5
DSG2

Abbildung 10: CRISPR/Cas9 Knockout Klone DSG2 Immunfluoreszenz
Représentative Konfokal-Lasermikroskopie-Aufnahmen der DSG2-KO-Klone und des
AsPC-1 Wildtyps (wt) als Referenz unter Anfarbung von DSG2 mittels indirekter

Immunfluoreszenzdarstellung, Ma3stab: 30 um, N = 2

Zur weiteren Charakterisierung der CRISPR/Cas9-Klone und zur Sicherstellung,
keine Mischkulturen mit DSG2-positiven Einzelzellen erzeugt zu haben, wurde
eine Immunfluoreszenzdarstellung unter Anfarbung von DSG2 durchgefuhrt
(Abbildung 10). Hier zeigte sich bei allen KO-Klonen ein vollstandiges Ausbleiben

jeglichen spezifischen DSG2-Signals Uber das gesamte Praparat.
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Nach der Charakterisierung wurden Standardklone fir weiterfihrende
Experimente bestimmt. Die Klone 8-E5 als Knockout und 9-C7 als Kontrolle
wurden hierfur ausgewahlt. Sie werden im Weiteren auch als DSG2 KO bzw.
DSG2 Ctrl bezeichnet. Da die oben gezeigten Charakterisierungstudien parallel zu
Versuchen mit den in Tabelle 1 beschriebenen shRNA-Knockdown-Zelllinien
durchgefihrt wurden, war zu diesem Zeitpunkt bereits bekannt, dass ein Verlust
von DSG2 zu einer Verstarkung der Migration fuhrt (vgl. Kapitel 3.2.1). Auf Basis
dieser Daten wurden die neu generierten DSG2-Knockout-Zellen im Sinne einer
phanotypischen Charakterisierung ebenfalls auf ihre migratorischen Eigenschaften
hin untersucht. Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis hierzu durchgefihrter
Migrations-Assays. In Analogie zu den Ergebnissen mit DSG2-Knockdown-Zellen
(vgl. Kapitel 3.2.1) fuhrt das Fehlen von DSG2 zu einer signifikanten Steigerung

der Migration.

*

t=0h t=24h 100

DSG2

Ctrl
60 -

40+

Wundverschluss in %

DSG2 20

KO

Vv v
Abbildung 11: DSG2-Knockout fiihrt zu verstérkter Migration
A: Repréasentative Durchlicht-Mikroskopie-Aufnahmen der jeweiligen Zelllinien zu
Beginn (t =0 h) und am Ende (t = 24 h) der Migration. Die Zellfront zur Fl&chenmessung
ist mit roten Linien markiert. t: Zeitpunkt nach Beginn der Migration. Mal3stab: 120 um
B: Balkendiagramm zur Darstellung des Wundverschlusses (Angabe in % zur

Ursprungsfldche (t =0 h)). N =4, *p < 0,05.
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3.2 Die Auswirkungen eines DSG2-Verlusts auf

Pankreaskarzinom-Zellen

3.2.1 Verlust von DSG2 verstéarkt Migration

Parallel zur Generierung und initialen Charakterisierung der DSG2-KO-Zelllinie
wurde die bereits im Labor vorbestehende Knockdown-Zelllinie shDSG2
untersucht. Diese Zelllinie basiert wie die neu hergestellten DSG2-Knockouts auf
der AsPC-1-Linie. Als erste phanotypische Studie hinsichtlich des Einflusses von
DSG2 auf Pankreaskarzinom-Zellen wurde der Migrations-Assay verwendet.

**%*
100 ! I

t=h =24h 7

Wundverschluss in %

DSG2
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Abbildung 12: DSG2-Verlust fiihrt zu verstérkter Migration

A: Repréasentative Durchlicht-Mikroskopie-Aufnahmen der jeweiligen Zelllinien zu
Beginn (t = 0 h) und am Ende (t = 24 h) der Migration. Die Zellfront ist mit roten Linien
markiert. t: Zeitpunkt nach Beginn der Migration. Mal3stab: 120 um B: Représentativer
Western-Blot zum Nachweis des shRNA-vermittelten DSG2-Knockdowns wéhrend des
Migrations-Assays. C: Balkendiagramm zur Darstellung des Wundverschlusses
(Angabe in % zur Ursprungsfldche (t=0h)). N =4, ***p < 0,001

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, fuhrt ein DSG2-Verlust zu einer deutlichen
Verstarkung der Migration. Wahrend die Kontrollen zum Zeitpunkt 24 h die
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kunstlich erzeugte Wunde in keinem Fall vollstandig bedeckten, war bei DSG2-
defizienten Zellen nach 24 h meist keine unbedeckte Flache mehr zu sehen. Nach
Auswertung der Flachenmessung ergab sich eine signifikante Erhdhung des
Wundverschlusses in shDSG2-Zellen. Zur Kontrolle des shRNA-vermittelten
DSG2-Knockdowns wurden nach der Migration die jeweiligen Zellen und
korrespondierenden Kontrollen lysiert und im Western-Blot auf das Vorhandensein
eines Knockdowns gepruft.

3.2.2 DSG2-Verlust hat keinen Einfluss auf die Proliferationsrate

Um etwaige Einflusse eines DSG2-Verlusts auf die Proliferationsrate zu
detektieren, wurde ein EdU-Proliferationsassay durchgefuhrt. Hier konnte gezeigt
werden, dass ein DSG2-Knockdown keinen signifikanten Einfluss auf die

Proliferationsrate verursacht (Abbildung 13).
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Abbildung 13: DSG2-Verlust hat keinen Effekt auf Proliferation

A: Représentative Konfokal-Lasermikroskopie-Aufnahmen des EdU-Signals und der
mit Hoechst33342 geférbten Zellkerne. Proliferierende Zellen sind rot geférbt.
Malstab: 30 um. B: Balkendiagramm zur Darstellung der Proliferationsrate (Quotient

aus proliferierenden Zellen und der Gesamtzellzahl). N = 3, n.s.: nicht signifikant.

3.2.3 Verlust von DSG2 fiihrt zur Reduktion des epithelialen Phdnotyps

Um weitere phanotypische Effekte eines DSG2-Verlusts nachweisen zu kdnnen,
wurden Lebendzell-Mikroskopie-Versuche durchgefuhrt. Spezieller Fokus lag
dabei auf dem Verhalten der Zellen wahrend der Migration. Bei genauem Studium
der mittels Zeitraffer-Videos gewonnenen Aufnahmen, wurde deutlich, dass
DSG2-defiziente Zellen wahrend der Migration einen verstarkt mesenchymalen
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Phanotyp ausbilden und insgesamt deutlich mobiler erscheinen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass diese Zellen vermehrt als Einzelzellen, losgelost aus dem
epithelialen Zellverband, migrieren. Die Kontroll-Zellklone hingegen behielten ihren

epithelialen Phanotyp weitestgehend bei und migrierten als Einheit (Abbildung 14).
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Abbildung 14: DSG2-Verlust verstérkt Einzelzell- und mesenchymale Migration
A: Représentative Lebendzell-Mikroskopie-Aufnahmen 10 h nach Beginn der Migration
von shDSG2- und shNT-Zellen. Ma3stab: 15 um. B: Balkendiagramm zur Darstellung
des Anteils der Einzelzellen an der Gesamtzellzahl (Einzelzellen in %). *** p < 0,001,
N = 3. C: Balkendiagramm zur Darstellung des Anteils mesenchymaler Zellen an der
Gesamtzellzahl (Mesenchymale Zellen in %). **p < 0,01, N = 3.

3.2.4 Durch DSG2-Verlust beeinflusste Signalwege und Proteinexpression

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten durch DSG2-Verlust bedingte
Veranderungen in der Proteinexpression, bzw. in der Aktivierung von Signalwegen
nachgewiesen werden. Besonders der durchgeflihrte Kinase-Screen gab
spezifische Hinweise auf verschiedenste Signalwegsalterationen (Hutz et al.,
2017). Darauf basierend wurden in der vorliegenden Studie einige dieser

Signalmolekile genauer untersucht.
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3.2.4.1 Verringerung der Plakoglobin-Expression

In Western-Blot-Analysen zur Expression verschiedener desmosomaler Proteine
war besonders die Verringerung der Plakoglobin-Expression in den DSG2-
Knockdown Zellen auffallend. Wahrend andere desmosomale Proteine, wie z.B.
das Cadherin DSC2/3, keine signifikanten Veranderungen zeigten, konnte diese

fur Plakoglobin mit einer Verringerung um 18 % nachgewiesen werden (Abbildung
15).
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Abbildung 15: DSG2-Verlust fiihrt zu verringerter Plakoglobin Expression

A: Représentativer Western-Blot zur Verringerung der Plakoglobin (PG) Expression.
DSG2 und GAPDH wurden zum Nachweis des Knockdowns, bzw. als Ladekontrolle
detektiert. B: Balkendiagramm zur Darstellung der Plakoglobin Expression in shDSG2-
Zellen in % zu shNT-Zellen. Werte zeigen densitometrische Messungen von
Plakoglobin in Relation zu GAPDH. N = 4, *p < 0,05.

3.2.4.2 Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs

Weiter wurde anhand der Daten des Kinase-Screens die Aktivitat einiger
klassischer potentiell onkogener Signalwege untersucht. Einer der am haufigsten
deregulierten Signalwege beim Pankreaskarzinom ist der kanonische MAP-Kinase
Signalweg (engl. mitogen-activated protein-kinase) (Ottenhof et al., 2011).

Essentieller Bestandteil dieses Signalwegs sind die funktionell weitestgehend
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redundanten Kinasen ERK 1 und 2 (engl. extracellular signal-regulated kinase)
(Busca et al.,, 2016), die unter anderem durch epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptoren beeinflusst werden (EGFR = engl. epidermal growth factor receptor)
(Wang et al., 2012). Diese Rezeptoren sind daflr bekannt, in der malignen
Entartung von verschiedenen Tumorentitaten eine wichtige Rolle zu spielen. Sie
fordern bei Aktivierung unter anderem die Proliferation und verringern die
Apoptoserate (Wee and Wang, 2017). Weiter sind sie in den vergangenen Jahren
immer mehr als potentielle Ziele fur eine zielgerichtete Antikdrpertherapie in den
Fokus der modernen Krebsforschung gertickt (Herbst and Shin, 2002).

Um nachweisen zu konnen, ob der Verlust von DSG2 einen Einfluss auf die
Aktivitat dieser epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren besitzt, wurden erneut
Western-Blot-Analysen durchgefuhrt. Um die Aktivitat von EGFR bestimmen zu
kénnen, wurde im Western-Blot die phosphorylierte Isoform (p-EGFR = aktiviert)
detektiert und ins Verhaltnis zu Gesamtmenge an EGFR gesetzt.
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Abbildung 16: DSG2-Verlust fiihrt zu EGFR-Aktivierung

A: Représentativer Western-Blot zur Aktivierung von EGFR. DSG2 und GAPDH
wurden zum Nachweis des Knockdowns, bzw. als Ladekontrolle detektiert. p-EGFR
Banden zeigen die aktivierte Form von EGFR. B: Balkendiagramm zur Darstellung der
p-EGFR Aktivitdt in shDSG2-Zellen in % zu shNT-Zellen. Werte zeigen
densitometrische Messungen von p-EGFR in Relation zu EGFR. N =4, *p < 0,05.
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Umso mehr die aktive Form in Relation zur inaktiven Form vorliegt, desto hoher ist
die Aktivitat des Signalwegs. Fur EGFR konnte hierbei eine Steigerung der Aktivitat
auf 223 % relativ zur Kontrolle gemessen werden (Abbildung 16).

Weiter wurde die Aktivitat des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2
untersucht (HER2 = engl. human epidermal growth factor receptor 2). Da diese
Wachstumsfaktor-Rezeptoren in ihrer aktiven Form als Dimere vorliegen und
EGFR mit HER2 Heterodimere bilden kann (Wang et al., 2012), wurde analog zu
EGFR eine Aktivierung von HER2 vermutet. Dies konnte mittels Western-Blot-
Analysen Dbestatigt werden. Der Verlust von DSG2 fuhrte zu einer
Aktivitatssteigerung von HER2 auf 141 % relativ zur Kontrolle (Abbildung 17).
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Abbildung 17: DSG2-Verlust fiihrt zu HER2-Aktivierung
A: Représentativer Western-Blot zur Aktivierung von HER2. DSG2 und GAPDH
wurden zum Nachweis des Knockdowns, bzw. als Ladekontrolle detektiert. p-HER2
Banden zeigen die aktivierte Form von HERZ2. B: Balkendiagramm zur Darstellung der
p-HER2 Aktivitdt in shDSG2-Zellen in % zu shNT-Zellen. Werte zeigen

densitometrische Messungen von p-HER?2 in Relation zu HER2. N = 4, **p < 0,01.

Nachdem eine Aktivitatssteigerung dieser beiden Wachstumsfaktor-Rezeptoren
nachgewiesen war, galt es den Effekt auf die nachgeschaltete Phosphorylierungs-
kaskade zu untersuchen. Die am Ende der MAPK-Kaskade stehenden Kinasen

und damit direkte Aktivatoren zahlreicher Transkriptionsfaktoren sind ERK1/2.
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Somit sollte als nachster Schritt die Aktivitatsbestimmung dieser Signalmolekule
folgen. Hierfir wurden abermals Western-Blot-Analysen durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 18 dargestellt. In den DSG2-
Knockdown-Zellen konnte eine signifikante Erhéhung der ERK1/2 Aktivitdt um
23 % gegenuber der Kontrolle nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: DSG2-Verlust flihrt zu ERK1/2-Aktivierung

A: Représentativer Western-Blot zur Aktivierung von ERK1/2. DSG2 und GAPDH
wurden zum Nachweis des Knockdowns, bzw. als Ladekontrolle detektiert. p-ERK1/2
Banden zeigen die aktivierten Formen von ERK1/2. Obere Bande entspricht (p-)ERK1
und untere Bande (p-)ERK2. B: Balkendiagramm zur Darstellung der p-ERK1/2
Aktivitdt in shDSG2-Zellen in % zu shNT-Zellen. Werte zeigen densitometrische
Messungen von p-ERK1/2 in Relation zu ERK1/2. N =7, *p < 0,05.

3.3 Einfluss von cAMP auf Signalwege und Phanotyp von
AsPC-1-Zellen

Wie in Kaptiel 1.2.3 beschrieben, kann eine Erhohung der intrazellularen cAMP-
Spiegel zu einer Steigerung der interzellularen Adhasion fuhren. Mit dem Ziel, die
durch den Verlust von DSG2 bedingten malignitatssteigernden Effekte zu
antagonisieren, wurde im Folgenden untersucht, welche Effekte durch eine

mediatorvermittelte Erhdhung der cAMP-Spiegel in diesen Zellen bewirkt werden.
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Der Fokus lag hier wieder auf Migration, Phanotypisierung und der Beeinflussung
protoonkogener Signalmolekile. Als Mediatoren fir die Erhéhung der cAMP-
Spiegel in den folgenden Experimenten, wurde eine Kombination aus Forskolin
und Rolipram (F/R) eingesetzt (siehe Tabelle 5). Diese Mediatoren sind bekannt
fur ihren starken intrazellularen cAMP-Spiegel steigernden Effekt und finden in
vielen unterschiedlichen Forschungsbereichen zu diesem Zweck Verwendung. So
werden sie beispielsweise auch verwendet, um experimentell cCAMP im Endothel
oder in Keratinozyten zu erhdhen und die Barriere bzw. die Zell-Zell-Haftung zu
verstarken (Spindler et al., 2010).

3.3.1 Erhéhung der cAMP-Spiegel verringert Migration

Zuerst wurde der Einfluss einer cAMP-Spiegel-Erhdhung auf die Migration
getestet. Hierfur wurden analog zu 3.2.1 Migrations-Assays durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 19 dargestellt, wurde durch die Behandlung mit F/R die Migration stark
reduziert.
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Abbildung 19: Erhéhung der cAMP-Spiegel fiihrt zu verringerter Migration

A: Représentative Durchlicht-Mikroskopie-Aufnahmen von shDSG2- und shNT-Zellen
unter F/R-Inkubation (+F/R) oder Kontrollbedingungen (Kontrolle) zum Ende (24 h) der
Migration. Die Zellfront zur Fldchenbemessung ist mit roten Linien markiert. Mal3stab:
120 um. B: Balkendiagramm zur Darstellung des Wundverschlusses. Dieser ist in %
zur Ursprungsfldche (0 h) angegeben. N = 4, *** p < 0,001, n.s.: nicht signifikant.
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Wahrend der deutliche promigratorische Effekt des DSG2-Knockdowns unter
Kontrollbedingungen erneut gezeigt werden konnte, konnten weder die shNT-
noch die shDSG2-Zellen unter F/R-Behandlung die Wundflache innerhalb von
24 h schlieBen. Zudem konnte unter den mit F/R inkubierten Zellen zwischen
Knock-down und Kontrolle kein signifikanter Unterschied mehr nachgewiesen
werden. Daraus lasst sich folgern, dass eine Erhéhung der cAMP-Spiegel mit F/R
zu einer vollstandigen Blockade des promigratorischen Effekts des DSG2-
Knockdowns fiihrt. Dartber hinaus verringerte die F/R Behandlung die Migration
der Kontrollzellen ebenfalls signifikant. Dies spricht dafur, dass cAMP zusatzlich
DSG2-unabhangig die Migration moduliert.

3.3.2 Erhéhung der cAMP-Spiegel stellt epithelialen Phéanotyp wieder her

Nachdem in 3.2.3 gezeigt wurde, dass ein DSG2-Verlust zu einer Reduktion des
epithelialen Phanotyps fuhrt und cAMP in der Lage ist, die Migration zu inhibieren,
wurde untersucht, ob eine cAMP-Erhohung auch den verstarkt mesenchymalen
Phanotyp der DSG2-Knockdown Zellen reduziert. Hierfur wurden erneut
Lebendzell-Mikroskopie Versuche durchgefuhrt, die Zellen nach 10 h nach
Migrationsbeginn phanotypisch charakterisiert und der Anteil an migrierenden
Einzelzellen bestimmt. Die Zellen wurden fur die gesamte Dauer der Migration mit
F/R inkubiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen
DSG2-Knockdown und shNT Zellen (Abbildung 20). Eine Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentrationen blockierte somit neben der reinen
Migrationsgeschwindigkeit auch den Verlust des epithelialen Phanotyps in DSG2-
defizienten Zellen.
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Abbildung 20: Erhéhung der cAMP-Spiegel blockiert Einzelzell- und
mesenchymale Migration

A: Représentative Lebendzell-Mikroskopie-Aufnahmen 10 h nach Beginn der
Migration von shDSG2- und shNT-Zellen unter F/R-Inkubation. MaRstab: 15 um.
B: Balkendiagramm zur Darstellung des Anteils der Einzelzellen an der
Gesamtzellzahl (Einzelzellen in %) unter F/R-Inkubation. N = 3, n.s.: nicht signifikant.
C: Balkendiagramm zur Darstellung des Anteils mesenchymaler Zellen an der
Gesamtzellzahl (Mesenchymale Zellen in %) unter F/R-Inkubation. N = 3, n.s.: nicht
signifikant.

3.3.3 Erhéhung der cAMP-Spiegel blockiert ERK-Aktivierung

Im nachsten Schritt wurden die molekularen Mechanismen dieser cAMP-
vermittelten Effekte genauer untersucht. Da in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Hutz
et al.,, 2017) gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition von ERK1/2 mit dem
Inhibitor U0126 &hnlich zu einer cAMP-Spiegel-Erhéhung die Migration verringert,
wurde in diesem Experiment untersucht, ob die Aktivierung von ERK1/2 durch
cAMP beeinflusst werden kann. Hierzu wurden die Zellen fir 4 h mit F/R inkubiert
und anschlieRend nach dem Standardprotokoll lysiert und mittels Western-Blot
analog zu 3.2.4.2 auf die Aktivierung von ERK1/2 getestet (siehe Abbildung 21).
Diese Analysen zeigten eine signifikante Verringerung der basal erhéhten ERK1/2-
Aktivitat in DSG2-Knockdown-Zellen. Zwischen F/R-inkubierten Kontrollzellen und
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F/R-inkubierten DSG2-Knockdown-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied
mehr festgestellt werden. Folglich ist cAMP in ausreichend hoher intrazellularer
Konzentration in der Lage, die durch einen DSG2-Verlust ausgeldste ERK1/2-

Aktivierung zu blockieren.
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Abbildung 21: Erhéhung der cAMP-Spiegel blockiert ERK1/2-Aktivierung

A: Repréasentativer Western-Blot zur Blockierung der ERK1/2-Aktivierung durch F/R-
Inkubation. DSG2 und GAPDH wurden zum Nachweis des Knockdowns, bzw. als
Ladekontrolle detektiert. p-ERK1/2-Banden zeigen die aktivierten Formen von ERK1/2.
B: Balkendiagramm zur Darstellung der p-ERK1/2-Aktivitdt in shDSG2-Zellen in % zu
shNT-Zellen unter F/R-Inkubation oder Kontrollbedingungen. Werte zeigen
densitometrische Messungen von p-ERK1/2 in Relation zu ERK1/2. N =7, *p < 0,05,
**p<0,01.

3.3.4 DSG2-Verlust fiihrt zur Erh6hung der basalen cAMP-Spiegel

Zusammenfassend konnte in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt werden,
dass eine kunstliche cAMP-Erh6hung zur Aufhebung der DSG2-Verlust-bedingten
Migrationssteigerung, Reduktion des epithelialen Phanotyps und Aktivierung des
MAPK-Signalwegs fuhrt. Um zu Uberpriufen, ob diese malignitatssteigernden
Effekte moglicherweise durch eine basale Reduktion der cAMP-Spiegel in DSG2-
Knockdown-Zellen vermittelt werden, wurden die cAMP-Spiegel mittels des cAMP-
Immunoassays bestimmt. Entgegen der Hypothese, konnte gezeigt werden, dass
ein DSG2-Verlust in den verwendeten Zellen zu einer deutlichen Erhdhung der
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basalen cAMP-Spiegel fuhrt (Abbildung 22). Dies deutet an, dass der Verlust von
DSG2 nicht Uber reduzierte cAMP-Spiegel zu verandertem zellularen Verhalten
fuhrt.
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Abbildung 22: DSG2-Verlust fiihrt zu erhéhten cAMP-Spiegeln
Balkendiagramm zur Darstellung der intrazelluldren cAMP-Konzentration von shDSG2-
Zellen in % von shNT-Zellen. N = 4, *p < 0,05
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen ein verstarktes tumorigenes Verhalten sowie
eine Aktivierung protoonkogener Signalwege in Pankreaskarzinom-Zellen als
Reaktion auf den Verlust des desmosomalen Cadherins DSG2. Weiter konnten
diese malignitatssteigernden Effekte durch eine Erhohung der intrazellularen
cAMP-Spiegel wieder verringert, bzw. ganzlich aufgehoben werden.
Interessanterweise wurden zudem basal erhohte intrazellulare cAMP-Spiegel in
DSG2-defizienten Zellen nachgewiesen.

4.1 Verlust von Desmoglein 2 fiihrt zu malignerem Phénotyp in
PDAC-Zellen

4.1.1 Verstdrkung der Migration

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden verschiedene Knockout-Klone fur
DSG2 mittels CRISPR/Cas9 hergestellt und initial charakterisiert. Parallel wurden
hierzu auch bereits bestehende DSG2-Knockdown-Klone verwendet. Fur beide
unterschiedlich generierten Zelllinien konnte unabhangig voneinander ein im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle signifikanter Anstieg der Migration festgestellt
werden. Dies unterstreicht die Validitat der beschriebenen Beobachtungen und
lasst einen von DSG2 unabhangigen durch Monoklonalitdt bedingten
Zufallsbefund unwahrscheinlich erscheinen.

Generell ist der Wundheilungs-Assay eine in der Krebsforschung etablierte
Methode fur die Untersuchung des invasiven Potenzials von Karzinom-Zellen. So
wird angenommen, dass eine erhohte Zellmobilitat die Basis fur Invasion und
Metastasierung darstellt, bzw. Invasion und Metastasierung gar durch die
verstarkte Migration maligner Zellen initiiert werden (Li et al., 2011, Della Peruta et
al., 2010).

In der Literatur wird eine verstarkte Migration von PDAC-Zellen mit der Aktivierung
von bekannten tumorigenen Signalwegen, veranderten metabolischen
Bedingungen und/oder Tumor-Stroma-Interaktionen in Verbindung gebracht
(Hirakawa et al., 2016, Doi et al., 2012, Cao et al., 2016). Gemein ist all diesen
Studien, dass eine verstarkte Migration stets mit erhohter Malignitat assoziiert wird.
Weiter wird ein direkter Zusammenhang zwischen verstarkter Migration und
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Invasion hergestellt (Su et al., 2009, Li et al., 2011), was abermals die Bedeutung
der Migration fur die Malignitat des Pankreaskarzinoms unterstreicht.

Bezulglich der Rolle von Desmoglein 2 in der Migration von Zellen verschiedenster
Gewebe gibt es unterschiedliche Beobachtungen. In einer Studie wurde gezeigt,
dass eine verstarkte Migration von Zellen eines Plattenepithelkarzinoms der Haut
mit einer Erhdhung der DSG2-Expression korreliert (Overmiller et al., 2016). Dem
gegenuber beschreiben andere Studien, ahnlich den Ergebnissen der
vorliegenden, Arbeit eine Korrelation zwischen DSG2-Verlust und verstarkter
Migration in verschiedenen physiologischen und maligne entarteten Geweben
(McHarg et al., 2014, Al-Awadhi et al., 2017, Chen et al., 2011, Rieger-Christ et
al., 2005). Da viele dieser Studien eine Steigerung der Migration und des DSG2-
Verlusts verschiedensten teils bekannten tumorigenen Signalwegen (bspw. P38-
MAPK) attribuieren, liegt die Vermutung nahe, dass eine Migrationssteigerung
nicht alleine auf den Verlust reiner Zelladhasion zurtickzufiihren ist (Cao et al.,
2016, Lorch et al., 2007). So fuhrt ein DSG2-Verlust in Melanom-Zellen zur
Sekretion eines bis dato unbekannten chemotaktischen Lockstoffs, welcher
konsekutiv die Migration steigert (Peitsch et al., 2014). Inwiefern Signalwege an
der verstarkten Migration von DSG2-defizienten PDAC-Zellen beteiligt sind, soll
unter anderem in Kapitel 4.2 genauer beleuchtet werden.

Eine Verbindung von DSG2 und der Migration in PDAC-Zellen wurde bisher nur
einmal untersucht (Prasad and Katiyar, 2013). Dennoch stiitzen die Ergebnisse
dieser Studie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Prasad und Katiyar zeigten,
dass eine Behandlung von AsPC-1 Zellen mit spezifischen Proanthocyanidinen zur
Verringerung der Migration und einer Steigerung der DSG2-Expression fuhrt.
Letztlich blieb bis zu den in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnissen die
Frage offen, ob ein initialer DSG2-Verlust in Pankreaskarzinom-Zellen zu einer
verstarkten Migration fuhrt und Uber welche Mechanismen dies vermittelt wird.

4.1.2 Reduktion des epithelialen Phdnotyps

In Lebendzellmikroskopie-Aufnahmen migrierender DSG2-Knockdown Zellen
wurde der morphologische Phanotyp und die Motilitat dieser Zellen mit den
korrespondierenden Kontrollzellen verglichen. In den entstandenen Videos konnte
eine deutliche Zunahme der Motilitat in den Knockdown Zellen beobachtet werden,
sowie eine Veranderung des Phanotyps hin zu einer verstarkt spindelférmigen
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Morphologie eines Grofteils der migrierenden Zellen. In der folgenden
Quantifizierung wurden die Zellen je nach phanotypischen Merkmalen in zwei
Gruppen (epithelial und mesenchymal) eingeteilt. In den DSG2-defizienten Zellen
konnten hier ca. dreimal mehr mesenchymale Zellen gezahlt werden, als in der
Kontrollzelllinie. Dies deutete an, dass der Verlust von DSG2 zu einer Verstarkung
der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) fuhrt.

Auf Basis dieser morphologisch-mikroskopischen Ergebnisse wurden in unserer
Arbeitsgruppe von Frau Dr. Lena Sachs weitere molekularbiologische Experimente
wie eine Transkriptomanalyse und eine g-PCR durchgefuhrt. Ziel war es, fur
mesenchymale Zellen charakteristische Proteine bzw. deren Transkripte
(= mesenchymale Marker) nachzuweisen und somit die Hypothese zu stltzen,
dass ein DSG2-Verlust zu einer Verstarkung der EMT fuhren konnte. In diesen, in
einem Kongressbeitrag (,Desmoglein 2 regulates pancreatic cancer cell migration
through modulation of cAMP levels” J. Zeiler, L. Sachs, V. Spindler (2017).
Kongressbeitrag: “Experimental Biology” (Chicago, USA)) vorgestellten Daten,
konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von DSG2 zu einer verstarkten
Transkription und Translation bestimmter mesenchymaler Marker fuhrt. Zusatzlich
deutete die Transkriptomanalyse eine Herunterregulation zumindest einiger
epithelialer Marker (u.a. CDH1, OCLN) an. In Abbildung 23 sind diese Ergebnisse
bzw. die spezifischen Marker dargestellt. Interessanterweise fallt fur jedes, der funf
in der g-PCR genauer untersuchten mesenchymalen Transkripte, die
Hochregulation in den DSG2-Knockout Zellen starker aus, als in den DSG2-
Knockdown  Zellen. Dies macht einen DSG2-spezifischen  Effekt
hochwahrscheinlich. Die in Abbildung 23 B gezeigten Transkripte zahlen zu einer
Vielzahl bekannter mesenchymaler Proteine mit unterschiedlichsten Funktionen
(Morimoto et al., 2017, Li et al., 2015, Moreno-Amador et al., 2018). Besonders
hervorzuheben ist hierbei das Zinkfingerprotein Slug (= SNAI2). Dieses zahlt zur
Snail-Familie von Transkriptionsrepressoren, welche zu den wichtigsten EMT
fordernden Proteinen gehdren (Zhou et al., 2014). So wurde fur Slug und Snalil (=
SNAI1, zusammen die bedeutendsten Vertreter der Snail-Familie) bereits
mehrfach nachgewiesen, dass sie die Transkription verschiedener epithelialer
Zelladhasionsproteine wie Desmoglein 2 oder E-Cadherin (dem klassischen
Cadherin in Adharenskontakten) unterdricken kénnen (Liu et al., 2014, Kume et

al.,, 2013, Kurrey et al., 2005). Der Abbau epithelialer Strukuren ist neben der
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Expression von mesenchymalen Proteinen (z.B. Vimentin, N-Cadherin,
Fibronectin, Slug) basaler Bestandteil der epithelial-mesenchymalen Transition
(Thiery and Sleeman, 2006, Sun et al., 2012).
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Abbildung 23: DSG2-Verlust fiihrt zur Hochregulierung mesenchymaler Marker
A: Volcano-Plot der Ergebnisse einer Transkriptomanalyse. Rote Punkte zeigen
hochregulierte Transkripte, griine Punkte herunterregulierte Trankskripte in den DSG2-
Knockdown Zellen. B: Balkendiagramm zur Darstellung der Hochregulation
ausgewdéhlter mesenchymaler Marker mittels q-PCR und RNA-Sequenzierung
(RNASeq). DSG2-Knockdown (shDSG2) CRISPR/Cas9-Knockout (DSG2 KO) Trans-
kriptionslevel ausgedriickt als Vielfaches in Relation zur jeweiligen Kontrolle
(ShNT/DSG2 Ctrl). *p < 0,08.

EMT wird, wie in der Fragestellung bereits beschrieben, oft als entscheidende
Voraussetzung fur die Invasion und Metastasierung epithelialer Tumore
angesehen (Satoh et al., 2015, Rhim et al., 2012, Russell et al., 2015). Dennoch
zeigen zwei methodisch sehr aufwendige Studien, dass EMT weniger direkt die
Metastasierung fordert, als Tumorzellen resistenter gegenuber zytostatischen
Wirkstoffen macht (Fischer et al., 2015, Zheng et al., 2015). Letztlich besteht
jedoch wenig Kontroverse uber den negativen Einfluss verstarkter EMT auf das

Uberleben von Pankreaskarzinompatienten (Chen et al., 2014, Li et al., 2014,
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Yamazaki et al., 2014). Zusammen verdeutlicht dies die Notwendigkeit eines
genaueren molekularbiologischen Verstandnisses der Effekte der epithelial-
mesenchymalen Transition mit dem Ziel einer effektiven klinischen Inhibition. In
der vorliegenden Arbeit konnte als Beitrag hierzu erstmals gezeigt werden, dass
ein Verlust von DSG2 zur Erhohung bestimmter mesenchymaler Marker sowie zur
Reduktion des epithelialen Phanotyps in PDAC-Zellen fuhrt.

4.2 Tumorigene Signalwege als Vermittler der DSG2
assoziierten Migrationssteigerung und Reduktion des

epithelialen Phanotyps

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ein DSG2-Verlust zu einer Verstarkung der
Migration und Reduktion des epithelialen Phanotyps fuhrt, galt es Signalwege zu
untersuchen, die diese Effekte vermitteln konnten. Hierbei wurden verschiedenste
Signalmolekule untersucht. Fur vier dieser an Migrationssteigerung und der
Reduktion des epithelialen Phanotyps moglicherweise beteiligten Proteine konnten
unterschiedliche Expressions- bzw. Aktivierungslevel zwischen DSG2-Knockdown
und Kontrollzellen detektiert werden. In Folge des DSG2-Verlusts war die
Expression von Plakoglobin verringert, wahrend die Aktivierung von ERK1/2 (engl.
extracellular signal-regulated kinase), EGFR (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR = HER1) und HER2 (human epidermal growth factor receptor 2)
gesteigert war.

ERK ist essenzieller Bestandteil des kanonischen MAPK-Signalwegs (engl.
mitogen activated protein kinases). Dieser Signalweg kann unter anderem durch
Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie EGFR und HER2 aktiviert werden. Der MAPK-
Signalweg wiederum ist zentraler Bestandteil eines Netzwerks aus Signalwegen,
das Proliferation, Differenzierung und zelluldres Uberleben steuert (Hilger et al.,
2002). Die Abbildung 24 zeigt vereinfacht die Komponenten dieses Netzwerks.
Von EGFR ausgehend wird durch das G-Protein KRAS (siehe auch 1.1.3) eine
Kaskade aus drei Kinasen aktiviert, Raf (MAP3K), MEK1/2 (MAP2K) und ERK1/2
(MAPK), welche die jeweils nachgeschaltete Kinase durch Phosphorylierung
aktivieren, bzw. im Falle von ERK1/2 weitere Effektoren (z.B.
Transkriptionsfaktoren) aktivieren (Samatar and Poulikakos, 2014).
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Abbildung 24: Der MAPK-Signalweg
Schemazeichnung des MAPK-Signalwegs. Weitere Erlduterungen siehe Text.

Modifiziert nach Eser et al., 2014 mit der Genehmigung des Springer Verlags.

Der MAPK-Signalweg gilt als einer der am besten erforschten Signalwege
Uberhaupt und seine Bestandteile sind in verschiedensten Krebsentitaten als
potente Protoonkogene nachgewiesen worden (Santarpia et al., 2012). Beim
Pankreaskarzinom sind sowohl die Wachstumsfaktor-Rezeptoren EGFR und
HER2 als auch ERK1/2 fir ihre Korrelation mit verringertem Patiententberleben
bekannt (Bian et al., 2015, Chadha et al., 2006, Kreutzer et al., 2012). Zu den dafur
ursachlichen Mechanismen zahlen unter anderem auch eine Aktivierung der EMT
und die Forderung der Migration. So wurde fur EGFR und HER2 mehrfach eine
Verbindung zu EMT hergestellt und beispielsweise nachgewiesen, dass diese
durch eine EGFR/HER2-Inhibition verringert werden kann (Thiery and Sleeman,
2006, Lorch et al., 2004, Carbone et al., 2015). In den beiden Studien von Thiery
und Sleeman und Lorch et al. wurde die Induktion der EMT auch mit einer
Verringerung der DSG2-Expression in Verbindung gebracht. Inwiefern ein DSG2-
Verlust Uber eine Aktivierung von EGFR zu EMT fuhren kann, ist trotz dieser
Studien nicht zweifelsfrei zu belegen. Dennoch scheint die Korrelation zwischen
EGFR-Aktivierung, DSG2-Verlust und EMT sehr wahrscheinlich zu sein. Da Thiery
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und Sleeman, sowie Lorch et al. die kausale Beeinflussung von DSG2 durch EGFR
beschreiben, muss die Madglichkeit der Bidirektionalitat, bzw. noch
wahrscheinlicher eines Ubergeordneten Regulators genauer untersucht werden.
Fur ERK gibt es hingegen sowohl Hinweise fur eine promigratorische Wirkung im
Allgemeinen als auch speziell in Pankreaskarzinom-Zellen (Neuzillet et al., 2013,
Su et al,, 2009). So konnte in Experimenten unserer Arbeitsgruppe passend dazu
eine Inhibition der Migration durch pharmakologische Inhibition von ERK1/2
beobachtet werden (Hutz et al., 2017). Ein direkter Zusammenhang zwischen
einem DSG2-Verlust und einer ERK-Aktivierung in Pankreaskarzinom-Zellen ist
bislang nicht bekannt. Auch der zugrundeliegende Mechanismus ist ungeklart und
in der Literatur verfigbare Daten kontrovers. So gibt es zwar Nachweise, dass
Desmoglein 1 in Keratinozyten zu einer ERK-Inhibition fihren kann (Harmon et al.,
2013), aber auch Daten in Kolonepithel-Zellen, dass ein DSG2-Verlust Gber eine
kompensatorische Erhdhung von DSC2 ERK inhibiert (Kamekura et al., 2014). Die
Ursache dieser kontraren Ergebnisse lasst sich mit derzeit vorhanden Daten nicht
final beurteilen und sollte Ziel weiterfuhrender Forschung sein.

Eine weitere Moglichkeit der Verstarkung der Migration durch den Knockdown von
DSG2 konnte der Verlust von Plakoglobin sein. Dieses desmosomale Plaque-
Protein ist einerseits bekannt fur seine Beteiligung an verschiedenen teils
tumorigenen Signalwegen (Aktary and Pasdar, 2012, Zhurinsky et al., 2000),
andererseits auch fur seinen migrations-hemmenden Effekt in Blasenkrebs-Zellen
(Rieger-Christ et al., 2005). Dartber hinaus wurde in weiterfihrenden Versuchen
unserer Arbeitsgruppe beobachtet, dass bei pharmakologischer ERK-Inhibiton die
Expression von Plakoglobin bei gleichbleibender DSG2-Expression ansteigt (Hutz
et al., 2017). Dies kénnte hinweisend sein flr einen neuen, bislang unbekannten
Signalweg, bei dem durch den Verlust von DSG2 und einer konsekutiven ERK-
Aktivierung die verringerte Expression von Plakoglobin zu einer Verstarkung der
Migration fuhrt.

4.3 cAMP blockiert Migration und die Reduktion des
epithelialen Phanotyps liber ERK1/2- und Slug-Inhibiton

Cyclisches Adenosin-Monophosphat (CAMP) ist als wichtiger Signaltransduktor an
einer Vielzahl physiologischer Prozesse, sowie einigen pathologischen
Mechanismen entscheidend beteiligt (Cooper et al., 1995). In der vorliegenden
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Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine kunstliche Erhohung der intrazellularen
cAMP-Spiegel mittels der Kombination aus Forskolin (Stimulation der
Adenylylcyclase) und Rolipram (Hemmung der Phosphodiesterase 4) zu deutlich
verringerter Migration und Erhohung des epithelialen Phanotyps in
Pankreaskarzinom-Zellen fuhrt. Die durch den DSG2-Verlust vermittelte
Steigerung der Migration und die Reduktion des epithelialen Phanotyps konnte
dadurch vollstandig rickgangig gemacht werden. Weiter konnte nachgewiesen
werden, dass cAMP die Uberaktivierung von ERK1/2 durch den Verlust von DSG2
aufhebt.

Mogliche Ursache dieser Effekte konnte die Starkung der interzellularen Adhasion
durch cAMP sein. So konnte in verschiedensten Geweben (Herz, Endothel, Haut)
gezeigt werden, dass eine Erhohung intrazellularer cAMP-Spiegel die
Zelladhasion steigert und die Integritat der Endothelbarriere erhalt (Spindler et al.,
2010, Schinner et al., 2017, Spindler and Waschke, 2011).

Speziell bezogen auf Migration und EMT in Pankreaskarzinom-Zellen werden in
der Literatur jedoch bislang verschiedene andere Mechanismen postuliert. Zudem
besteht hier eine gewisse Kontroverse uber den genauen Effekt von cAMP bzw.
dessen beider Haupteffektoren PKA (Proteinkinase A) und Epac1 (engl. exchange
protein directly activated by cAMP). Wahrend fir PKA angenommen wird, dass
eine Aktivierung, zum Beispiel durch eine Erhdhung der cAMP-Spiegel, zu einer
Verminderung der Migration und EMT fihrt (Giacomelli et al., 2018, Zimmerman
et al., 2015, Kim et al.,, 2009), werden Epac1 exakt gegenteilige Funktionen
attribuiert (Almahariq et al., 2015). Besonders interessant sind die Ergebnisse der
aktuellen Studie von Giacomelli et al., in welcher cAMP/PKA hemmend auf die
EMT in alveolarem Epithel wirkt und MAPK/ERK diese verstarkt. Dies unterstitzt
die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und schlagt einen
Mechanismus vor, wie cAMP uber eine Hemmung von ERK die EMT und Migration
hemmen konnte.

Weiter gibt es Berichte Uber eine hemmende Interaktion zwischen PKA und Snail
(MacPherson et al., 2010). Dazu passend konnte in weiterfihrenden bislang
unpublizierten Experimenten unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden, dass
eine F/R-vermittelte cAMP-Erhdhung zur Reduktion der Slug-Expression flhrt.
Weiter bedingte eine Hemmung von Slug mittels siRNA (engl. small interfering

RNA) eine Verringerung der Migration ahnlich einer ERK-Inhibition. Somit kénnte
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Slug neben ERK sowohl ein Mechanismus zur Steigerung von Migration und EMT
durch den Verlust von DSG2, als auch Ziel der cAMP vermittelten Inhibition von
Migration und EMT sein.

Letztendlich bleibt jedoch ungeklart, Uber welche spezifischen Signaltransduktoren
cAMP diese Inhibition vermittelt und welche Regulatoren bestimmen, wann PKA
und wann Epac1 den zelluldren Phanotyp definiert (Burdyga et al., 2013).
Abbildung 25 fasst die oben beschriebenen Erkenntnisse schematisch zusammen.

Loss of DSG2
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\/
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Abbildung 25: cAMP hemmt Migration und EMT tber ERK und Slug
Schematische Darstellung der Zusammenhédnge zwischen DSG2-Verlust, ERK
Aktivierung, Slug Hochregulation, cCAMP und Migration/EMT. Pfeile zeigen Aktivierung,

Linien mit geblocktem Ende zeigen Hemmung.

Die basale Erhohung der cAMP-Spiegel durch den Verlust von DSG2 ist in der
Abbildung durch einen gestrichelten Pfeil dargestellt. Dieses interessante Ergebnis
lasst sich noch nicht final einordnen. Eine mogliche Vermutung ist, dass
Pankreaskarzinom-Zellen kompensatorisch die intrazellularen cAMP-Spiegel
erhohen, um dem vorangegangen Haftungsverlust durch den Knockdown von
DSG2 entgegenzuwirken. Diese Erhohung scheint allerdings nicht effektiv genug
zu sein, sondern bedarf einer zusatzlichen kunstlichen Steigerung, um die durch
den Verlust von DSG2 hervorgerufenen Effekte aufzuheben. Eine &hnliche
Erhohung der intrazellularen cAMP-Konzentration als zellularer - allerdings
funktionell insuffizienter - Rettungsmechanismus nach einem Verlust von
Zelladhasion ist beispielsweise aus der Pemphigusforschung bekannt (Spindler
and Waschke, 2011).
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Letztendlich deuten diese Ergebnisse in der Gesamtheit darauf hin, dass cAMP
die Malignitat von Pankreaskarzinom-Zellen verringern konnte und daher ein
vielversprechendes und moglicherweise therapeutisch beeinflussbares Ziel
darstellt.

4.4 Ausblick

Neuesten Schatzungen =zufolge soll das Pankreaskarzinom bis 2030 zur
zweithaufigsten Krebstodesursache in den USA aufsteigen und wird damit auch
soziobkonomisch eine gewaltige Herausforderung darstellen (Rahib et al., 2014).
Dies verdeutlicht abermals den dringenden Bedarf nach einer zielgerichteten und
effektiven systemischen Therapie, deren Grundlage das detaillierte molekular-
biologische Verstandnis dieser Krebsentitat darstellt. Im Kontrast dazu ist die Rolle
der Zelladhasion und vor allem der desmosomalen Haftung fur die Malignitat des
Pankreaskarzinoms nur schlecht erforscht. Die hier vorliegende Studie hat sich
erstmals detailliert mit der Rolle des haufigsten desmosomalen Cadherins
Desmoglein 2 befasst und Belege fur einen Einfluss auf die tumorigenen Faktoren
Migration und EMT gezeigt. Dennoch bleiben Punkte offen, die in weiterfUhrender
Forschung adressiert werden sollten. Zunachst sollte genauer auf die DSG2-
Distribution innerhalb eines Tumors eingegangen werden. Die grof3e intra- und
intertumorale Heterogenitat des Pankreaskarzinoms deutet darauf hin, dass DSG2
beispielsweise spezifisch an den Randern des Tumors herunterreguliert sein
konnte und somit Invasion und Metastasierung bedingt. In Einklang mit dieser
Vermutung stehen zwei Studien, die einerseits zeigen, dass EMT in
Pankreaskarzinomen hauptsachlich am Rand des Tumors auftritt (Kohler et al.,
2015) und andererseits die globale DSG2-Expression nicht mit dem
Patientenlberleben korreliert (Ormanns et al., 2015). Weiter sollte der Effekt eines
DSG2-Verlusts in Pankreaskarzinom-Zellen auch in vivo untersucht werden.
Spezieller Fokus sollte hierbei auf die Metastasierung DSG2-defizienter Zellen
gelegt werden. Hier bietet sich speziell die Verwendung der in der vorliegenden
Studie generierten CRISPR/Cas9 DSG2-Knockout Zellen an. Diese kdnnten ferner
auch zur Validierung aller anderer in dieser Arbeit beschriebenen DSG2-
abhangigen Effekte dienen. Als Brucke zwischen reinen 2D in vitro Versuchen und
in vivo Metastasierungsmodellen konnten auch organotypische 3D-Modelle
dienen. AbschlieRend sollten vor allem die von cAMP vermittelten protektiven
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Effekte genauer beleuchtet werden. Auch wenn diese Studie erste Daten uber die
biochemischen Mechanismen der cAMP-vermittelten Inhibition von Migration und
EMT zeigen konnte, bleiben vor allem Fragen zu den bekannten Effektormolekilen
von cAMP offen. Ob und wie PKA und Epac1 die beobachteten phanotypischen
Effekte von cAMP mediieren, sollte unbedingt genauer untersucht werden. Dies ist
die Grundvorrausetzung, um die protektiven Auswirkungen von cAMP Klinisch

nutzbar machen zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Das pankreatische duktale Adenokarzinom (PDAC/Pankreaskarzinom) ist die
todlichste Krebserkrankung der westlichen Welt. Verantwortlich dafir ist eine
Kombination aus Symptomarmut, aggressiver Metastasierung und Invasion, sowie
sehr limitierter systemsicher Therapierbarkeit. Leider sind die zugrundeliegenden
Mechanismen bis heute wenig verstanden. Speziell die Rolle der desmosomalen
Adhasion ist in dieser Krebsentitat relativ schlecht erforscht, obwohl deren
Wichtigkeit fur die Integritat epithelialer Gewebe unumstritten ist.

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle von Desmoglein 2 (DSG2), dem
haufigsten desmosomalen Cadherin, fur die Malignitat von Pankreaskarzinom-
Zellen in vitro studiert. Genutzt wurden hierfur eine DSG2-Knockdown- und eine
fur diese Studie vollig neu generierte DSG2-Knockout-Zelllinie (CRISPR/Cas9).
Der Effekt eines DSG2-Verlusts auf die Malignitat dieser Zellen wurde mittels einer
Vielzahl morphologischer und biochemischer Methoden untersucht. Hierzu zahlen
Life-Cell-Imaging, Migrationsassays, Immunfluoreszenz-Konfokalmikroskopie,
Westernblotting und weitere.

Der Verlust von DSG2 fuhrte zu einer Zunahme der Migrationsfahigkeit der
verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien. Weiter zeigten DSG2-defiziente Zellen
ein reduziertes epitheliales Verhalten und migrierten auf Basis eines verstarkt
mesenchymalen Phanotyps. Als Vermittler dieser Effekte konnten verschiedene
Signalwegsmolekule des kanonischen MAPK-Signalwegs identifiziert werden. So
fuhrte ein DSG2-Verlust zur Aktivierung von EGFR, HER2 und ERK, welche als
potente Protoonkogene in der Krebsforschung bekannt sind. Sowohl die verstarkte
Migration und EMT als auch die Aktivierung von ERK konnten in der Folge durch
eine Erhohung der intrazellularen cAMP-Spiegel mittels Inkubation mit Forskolin
(Adenylylcyclase-Aktivator) und Rolipram (Phosphodiesterase-Hemmer) ganzlich
aufgehoben werden. Dass DSG2-defiziente Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
uberraschenderweise bereits basal erhohte cAMP-Spiegel zeigten, konnte auf
einen durch cAMP vermittelten endogenen Rettungsmechanismus hinweisen. So
konnte die pharmakologische Erhohung intrazellularer cAMP-Spiegel eine
vielversprechende Moglichkeit zur Reduktion des invasiven Verhaltens von
Pankreaskarzinom-Zellen darstellen und sollte Gegenstand weiterfUhrender

Forschung sein.
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