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Referat

Veranderungen, die den Zellmetabolismus betreffen, sind von entscheidender Bedeutung bei
der Entstehung, Metastasierung sowie Rezidivbildung von Karzinomen. Neben zahlreichen
metabolischen Prozessen sind weitere vielfaltige Risikofaktoren bzw. beglinstigende Faktoren
bekannt und ebenso vielfaltig sind die Moglichkeiten der Diagnostik und friihen Erkennung. Die
Aldehyd-Dehydrogenase-Gruppe stellt einen relevanten Komplex in  mehreren
Stoffwechselvorgdngen dar und beeinflusst malRgeblich physiologische Prozesse in samtlichen
Zellen und nimmt einen wesentlichen Stellenwert in bestimmten Tumorprozessen ein.
Bedeutend fiir die Diagnostik, aber auch fiir das weitere Management einer Krebserkrankung
sind Tumormarker. Sie sind meist Molekiile, die bei Erstdiagnostik einen entscheidenden
Hinweis geben bzw. erste Erkenntnisse tiber erfolgreiche Therapieansadtze sowie ein mogliches
Tumorrezidiv liefern kdnnen.

In dieser Doktorarbeit wird die Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 (ALDH1A3) untersucht, eine
Unterform eines groRen Aldehyd-Dehydrogenase-Komplexes. Bereits beschrieben wurde eine
erhohte Expression der ALDH1A3 in mehreren Karzinomarten. Daher wurde in dieser Arbeit
mittels PCR geprift, wie stark die Expression in humanem Pankreaskarzinomgewebe ausgepragt
ist. Dabei konnte festgestellt werden, dass die ALDH1A3-Expression im Karzinomgewebe starker
ist als in den Pankreatitis- sowie nicht pathologisch verdanderten Gewebeproben. Im nachsten
Schritt wurde anhand von Pankreaszelllinien durch Western-Blot sowie PCR geprift, welche
funktionellen Konsequenzen die Herunterregulierung von ALDH1A3 mittels spezifischer siRNA
und der Anwendung leitliniengerechter Chemotherapie haben kann. Nach erfolgreicher
Herunterregulierung sollte durch ein MTT Assay untersucht werden, wie sich dieses auf die
Proliferation der Krebszellen auswirkt. Hierbei zeigte sich, dass eine erfolgreiche direkte und
indirekte Verminderung der ALDH1A3-Expression auch einen proliferationshemmenden Effekt
aufweist.

Durch den Stellenwert der Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 in samtlichen metabolischen Prozessen
und der in dieser Arbeit untersuchten erhéhten Expression im Pankreaskarzinomgewebe sowie
der Moglichkeiten der Herunterregulation und der Korrelation zu proliferationshemmenden
Wirkungen auf Karzinomzelllinien, kdnnte es sich bei der Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 um einen
neuen moglichen Tumormarker handeln. Dieses kdnnte einen Weg darstellen, um neue
Hinweise fir eine friihzeitige Diagnostik zu liefern, aber auch entscheidende weitere potentielle
Ansdtze im Rahmen der Pankreaskrebstherapie aufzeigen.

<Vogeding>, <Kira>: <Expression und Regulation der Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 in
pankreatischen Karzinomzelllinien und humanem Pankreasgewebe>, <Halle (Saale), Univ., Med.
Fak., Diss.> <70 Seiten>, 2022
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1 Einleitung

1.1 Das Pankreas

Das Pankreas unterteilt sich in eine exokrine und eine endokrine Driise (Kleeff et al. 2016). Durch
den exokrinen Teil werden taglich etwa 1,5 | alkalisches Pankreassekret produziert, welches aus
Wasser, lonen (insb. HCO5;_ und CI7) und Verdauungsenzymen besteht. Zu diesen
Verdauungsenzymen zadhlen proteolytische Enzyme, die im Duodenum aktiviert werden,
Proteaseinhibitoren, Nukleasen, die Amylase und Lipasen (Herold 2020). Der exokrine Anteil
wird durch Drisenldappchen gebildet, die wiederum aus mehreren hundert Driisenendstlicken,
den sogenannten Azini, bestehen. Der endokrine Teil wird durch die Langerhans-Inseln gebildet,
die eine wichtige Funktion in der Regulation des Glukosestoffwechsels ausfiihren. Das Pankreas
lasst sich in drei verschiedene Abschnitte gliedern: Pankreaskopf, Pankreaskérper und
Pankreasschwanz, welches relevant wird flr die Therapieplanung bei Karzinomen, die man

entsprechend der variablen Lokalisation differenzieren kann (Kleeff et al. 2016).

1.2 Pankreastumore

1.2.1 Pankreasadenokarzinom

Das Adenokarzinom ist die am haufigsten auftretende Pankreaskarzinomart (Kleeff et al. 2016)
und befindet sich meist im Bereich des Pankreaskopfes (Herold 2020). Haufig entsteht es in
einem mehrschrittigen Prozess, welcher auch intermedidre Vorlauferlasionen wie u.a.
pankreatische intraepitheliale Neoplasien umfasst (Tanaka 2014), es kann sich jedoch auch aus
selteneren Vorlauferldsionen wie der muzinds zystischen Neoplasie oder der intraduktalen
papillar muzindsen Neoplasie entwickeln (Brugge William R. et al. 2004; Hezel et al. 2006;
Tanaka 2014). In 90% der Falle handelt es sich um sogenannte duktale Karzinome, wobei am
ehesten azinar zu duktalen Metaplasien den Ursprung des Karzinoms bilden. Bei den anderen
10% handelt es sich um die azindre Form, diese geht dementsprechend vom Azinusepithel aus.
Charakteristisch fir das Adenokarzinom sind die frihzeitige lymphogene und hiamatogene
Metastasierung, woraus u. a. eine schwierige Therapieplanung sowie eine schlechte Prognose

resultieren (Kleeff et al. 2016).

Das Pankreaskarzinom ist ein haufiger Grund der krebsassoziierten Sterblichkeit, es stellt die
dritthdufigste krebsassoziierte Todesursache in den westlichen Landern dar (Klaiber et al. 2019;
Bray et al. 2018) und ist insgesamt mit einer schlechten Langzeitiiberlebensprognose assoziiert,
die sich in den letzten Jahrzenten nicht wesentlich gebessert hat (Kleeff et al. 2016). Mit einer

Inzidenz von 15/100.000 Einwohnern jahrlich ist es zudem der dritthdufigste Tumor des
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Verdauungstraktes nach dem Kolon- und dem Magenkarzinom und zeigt ein mittleres
Erkrankungsalter von 70-76 Jahren (Herold 2020). Das Lebensalter stellt den entscheidenden
Faktor fir das Langzeitiiberleben dar. Die meisten Patienten haben zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung das 50. Lebensjahr bereits tiberschritten (Whiteman et al. 2015).

Mehre genetische Syndrome sind mit der Entstehung eines Pankreaskarzinoms assoziiert, wie
bspw. familidrer Brust- und Eierstockkrebs sowie das Peutz-Jeghers-Syndrom, die erbliche
Pankreatitis (Hezel et al. 2006; Lochan et al. 2008) und das familidre atypische Muttermal- und
Melanom-Syndrom (FAMMM) (Goldstein Alisa M. et al. 1995). Dem entsprechend kdnnen
Keimbahnmutationen in Genen wie u.a. BRCA2, BRCA1, MLH2 und PALB2 ebenfalls das Risiko,
an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, erhéhen (Igbal et al. 2012; Kastrinos et al. 2009;
Dunne und Hezel 2015). Im Pankreastumor findet man haufig somatische Mutationen von
Genen wie KRAS, TP53, CDKN2 und SMAD4, die zu einer Aktivierung von Wachstum und
vermehrtem Zellliberleben sowie Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und Apoptose

fiihren (Jones et al. 2008; Waddell et al. 2015).

Auch metabolische Verdnderungen wie Anpassung der Mikroumgebung sind wesentliche
Faktoren, die zur Karzinomentstehung im Pankreas fiihren. So sind besonders hypoxische
Bedingungen und Nahrstoffmangel im umgebenen Gewebe charakteristisch (Erkan et al. 2009;
Kong et al. 2015). Haufig bleiben jedoch die Ursache, die pradisponierenden Umweltfaktoren
sowie genetische Mechanismen der Entstehung eines Pankreaskarzinoms unklar (Wolpin et al.

2009).

Als gesicherte Risikofaktoren fiir ein Pankreaskarzinom gelten das Tabakrauchen, Typ 2 Diabetes
mellitus und die chronische Pankreatitis (Bosetti et al. 2012; Parkin 2011; Whiteman et al. 2015).
Eine moderate Risikoerhéhung wird ebenfalls bei gastrointestinalen Ulcera sowie langfristig
nach Gastrektomien beobachtet (Bosetti et al. 2013). Weitere Studien haben ergeben, dass die
Einnahme von Antidiabetika das Risiko eines Pankreaskarzinoms einerseits reduzieren, wie es
bei Metformin gezeigt wurde, andererseits aber auch erhéhen kann, wie es bei Insulin oder
Insulinsekretanaloga der Fall ist (Li et al. 2009). Eine genomweite Studie und einige
epidemiologische Studien zeigten, dass auch die Blutgruppe Einfluss auf das Risiko einer
Pankreaskarzinomentstehung haben kann. So scheinen alle Blutgruppen auBer der Blutgruppe 0
zu einer Risikoerhéhung zu fiihren, auch wenn die genauen Zusammenhange bis jetzt noch

unklar erscheinen (Wolpin et al. 2009).



Randomisierte Studien legen ebenfalls nahe, dass eine Risikosenkung durch die Einnahme von
Aspirin z.B. aufgrund einer kardialen Erkrankung, erreicht werden kann (Rothwell et al. 2011;

Jacobs et al. 2012).

Ein wichtiger und gleichzeitig der schwierigste Aspekt ist das Fehlen von Friihsymptomen beim
Pankreaskarzinom. Dieses fiihrt dementsprechend zur erschwerten Diagnosestellung. Meist
entwickeln sich im Verlauf der Erkrankung unspezifische Symptome, wie Appetit- und/oder
Gewichtsverlust, epigastrische Schmerzen mit Ausstrahlung in den Riicken oder es wird durch
einen sich entwickelnden lkterus auffallig. Moglich sind ebenfalls eine Thromboseneigung sowie
eine sich ausbildende pathologische Glukosetoleranz bzw. ein manifester Diabetes mellitus

(Wolfgang et al. 2013).

Trotz intensiver Forschung ist das Pankreaskarzinom nach wie vor mit einer extrem schlechten
Prognose assoziiert (Siegel et al. 2018), die durch mehrere Faktoren bedingt ist. Zum einen wird
das Pankreaskarzinom haufig erst in weit fortgeschrittenen Stadien entdeckt, da frilhere Stadien
oftmals keine oder nur wenige und unspezifische Symptome verursachen. Zudem fehlt es beim
Pankreaskarzinom zum aktuellen Zeitpunkt an maRgebenden sensitiven sowie spezifischen
Tumormarkern. Ebenso scheint es haufig schwierig zu sein, friihe Stadien in der Bildgebung
darzustellen. Das Pankreaskarzinom ist meist mit einem sehr aggressiven Wachstum sowie einer
frihen Fernmetastasierung verbunden, welches eine kurative Therapie mittels chirurgischer
Resektion bei den meisten Patienten ausschlieBt. Ebenso charakteristisch ist eine relative
Toleranz gegeniiber herkdmmlichen Therapiemodellen wie Chemo-, Strahlen- und Targeted-
Therapie sowie eine hohe Variabilitdt von genetisch und epigenetischen Alterationen (Kleeff et
al. 2016). All diese Faktoren fiihren dazu, dass das Pankreaskarzinom insgesamt eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von unter sieben Prozent aufweist (He et al. 2014). Trotz allem gab es einige
Fortschritte in der Behandlung wie bspw. effektivere Kombinationen von Chemotherapie sowie
bessere und sicherere Operationsmethoden und perioperative Behandlung. Jedoch zeigten
diese MaRBnahmen nur geringe Auswirkungen auf das Gesamtiberleben. Daher sind aktuelle
Inhalte intensiver Forschung die Suche nach Madglichkeiten der friiheren Diagnostik, validen

Tumormarkern sowie standardisierten Behandlungsmaoglichkeiten (Kleeff et al. 2016).

Die einzige potentiell kurative Therapie stellt die RO-Resektion mit Lymphadenektomie dar,
welche in nur etwa 10-20% der Falle zum Zeitpunkt der Diagnosestellung durchfiihrbar ist (Kleeff
et al. 2016). Bei einer Lokalisation im Pankreaskopf wird entweder die pyloruserhaltende
partielle Duodenopankreatektomie oder die klassische partielle Duodenopankreatektomie nach

Kausch-Whipple durchgefiihrt (Diener et al. 2014). Eine Pankreaslinksresektion mit



Splenektomie wird sowohl bei einem Adenokarzinomen des Pankreaskorpus als auch des
Pankreasschwanzes durchgefiihrt (Kleeff et al. 2016). Durch eine adjuvante Chemotherapie nach
RO-Resektion mittels Gemcitabin oder 5-FU/Folinsdure und Leucovorin wurde eine signifikante
Steigerung des Gesamt- sowie des 5-Jahrestiberleben erreicht (Klaiber et al. 2019; Herman et al.
2008; Regine et al. 2011), aktuell je nach Allgemeinzustand mit einem modifizierten Folfirinox-
Schema. Bei Inoperabilitdt oder Metastasen ist eine palliative Therapie die erste Wahl, die durch
eine systemische Chemotherapie in Form von Folfirinox oder der Kombination von Gemcitabin

und nab-Paclitaxel oder der Monotherapie von Gemcitabin, erfolgt (Herold 2020).

1.2.2 Papillenkarzinom

Das Papillenkarzinom ist ein selten auftretender Pankreastumor, der durch einen friihzeitig
auftretenden cholestatischen lkterus meist im friithen Stadium diagnostiziert werden kann. Eine
Therapiemoglichkeit stellt die Whipple-Operation dar. Die 5-Jahresiberlebensrate derjenigen

Patienten, die sich fur diese Operation entscheiden, liegt etwa bei 30% (Herold 2020).

1.2.3 Neuroendokrine Tumoren (NET)

Ein Tumor, der sich von Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems (DES) ableitet, wird
neuroendokriner Tumor genannt. Diese zeigen die morphologischen und funktionellen
Eigenschaften von endokrinem Gewebe sowie eine Expression sekretorischer Vesikel.
Entsprechend der jeweiligen Hormonsekretion werden die funktionell aktiven NET z.B. als
Insulinome oder Glukagonome bezeichnet. Das Insulinom ist der am haufigsten vorkommende
endokrin aktive Pankreastumor. Meist sind sie sowohl gutartig als auch solitar und klein (wenige
Millimeter). Klinisch zeichnen sie sich durch das sogenannte Whipple-Trias aus, welches sich
durch folgende Aspekte kennzeichnet: Spontanhypoglykdmie, entstanden durch
Nahrungskarenz, autonome Symptome wie u.a. Schwitzen, Hitzegefiihl, Palpitationen,
Tachykardie sowie eine rasche Besserung der Symptomatik nach Glukoseapplikation (Herold et

al).

1.3 Aldehyd-Dehydrogenase

Der Aldehyd-Dehydrogenase-Komplex besteht aus insgesamt 19 Mitgliedern, die zusammen zu
den wichtigsten Vertretern der im Stoffwechsel aktiven Aldehyden gehéren (Vasiliou und Nebert
2005). Die Aldehyd-Dehydrogenasen spielen eine bedeutende Rolle in der embryonalen
Entwicklung, der Zellproliferation sowie Differenzierung. Die Hauptaufgabe ist die irreversible
Oxidation der endogenen als auch exogenen Aldehyde zu ihren entsprechenden Sduren mit

Verbrauch von NADP+ oder NAD. Somit nehmen sie eine besondere Stellung als entgiftende



Enzyme ein (Vasiliou et al. 2004; O'Brien et al. 2005), spielen jedoch auch eine regulatorische
Rolle u.a. bei Tumorinitiation sowie -progress (Singh et al. 2015). Eine entscheidende Rolle bei
der Tumorentwicklung scheint v.a. die Bildung von DNA-Addukten mit Acetaldehyden zu
spielen, insbesondere bei Tumoren, die auch in Verbindung mit Alkoholkonsum verursacht
wurden (Vaca et al. 1995). Bisherige Untersuchungen lassen zudem vermuten, dass die
Aldehyd- Dehydrogenasen eine Schlisselrolle bei der Entwicklung von Metastasen spielen und
damit auch einen negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben von Krebspatienten ausiben

(Rasheed et al. 2010).

Eine weitere wesentliche Eigenschaft der ALDH1A3 st die Fahigkeit, das
Tumorsuppressorprotein p53 zu aktivieren sowie intrazellulare freie Radikale zu reduzieren, um

Korperzellen vor oxidativem Schaden zu schitzen (Yoon et al. 2004).

Der Aldehyd-Dehydrogenase-Komplex wirkt in sdmtlichen Prozessen mit, die in Verbindung zum
Glukose-, Aminosduren- oder Fettstoffwechsel stehen (Vasiliou et al. 2004), hier tbt auch der
Subtyp ALDH1A3 wesentliche Funktionen aus. Weiterfiihrend gibt es Hinweise darauf, dass die
katalytische Aktivitat der Aldehyd-Dehydrogenasen als Marker genutzt werden kénnte, um
Krebsstammzellen von normalen Stammzellen zu unterscheiden, da die ALDH1A3-Expression
u.a. mit Tumorentstehung und der pro-angiogenen Aktivitdt der Krebszellen eng assoziiert ist
(Duan et al. 2016). Diese Eigenschaften zeigen somit Ahnlichkeiten zu denen der allgemeinen
Charakteristiken der Krebsstammzellen, wie die Fahigkeit der Selbsterneuerung,
Differenzierungseigenschaften, sowie der bestehenden Medikamentenresistenz, auf (Ward und

Dirks 2007).

Diese katalytische Aktivitdt scheint ebenfalls stark mit der Prognose von Krebspatienten, zu
korrelieren, scheinbar zunachst unabhangig davon, welches Organ betroffen ist (Marcato et al.

2011b; van den Hoogen et al. 2010).

All diese Faktoren und die Tatsache, dass die Aldehyd-Dehydrogenasen in vielen Karzinomen
hoch exprimiert sind und viele noch unerforschte, variable Regulationsvorgange zeigen und
daher Gegenstand samtlicher Forschung bezliglich Karzinomentstehung sowie -therapie sind,

betonen die Relevanz weiterer Studien und Untersuchungen.

1.3.1 Aldehyd-Dehydrogenase 1A3

Die Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 ist ein Subtyp im Komplex der NADP+ und NAD abhangigen
Aldehyd-Dehydrogenasen (Vasiliou und Nebert 2005). Sie liegt beim Menschen auf dem

Chromosom 15 (Duan et al. 2016) und ist primar fur die Umwandlung von all-trans-retinal in



Retinsdure (Grin et al. 2000; Sima et al. 2009) verantwortlich. Zudem nimmt sie eine wichtige
Rolle in samtlichen metabolischen wie auch physiologischen Prozessen ein, wie z.B. Glykolyse
und Gluconeogenese, Aminosduren- und Fettsduremetabolismus (Duan et al. 2016), aber auch
in der Entwicklung des Gesichts, der Nieren und des Riech- und visuellen Systems (Dupe’ et al.
2003; Everts et al. 2005). So wurde gezeigt, dass eine nicht normale ALDH-Expression zu einer
Mikrophthalmie oder sogar Anophthalmie fiihren kann (Fares-Taie et al. 2013). Dupe’ et al.
(2003) untersuchten, inwiefern sich die Ausschaltung der ALDH1A3 bei Mausen auswirkte, und
entdeckten, dass es aufgrund von Malformationen im Gesichtsbereich, die vor allem die Nase

betreffen, zum Absterben des Embryos kommt.

Auch bei der Regulation der Apoptose und damit im gesamten Zellzyklus bernimmt die
ALDH1A3 wesentliche Funktionen, da nach einem ALDH1A3 Knockout die Anzahl der Apoptosen

ansteigt, wahrend sich die der Mitosen verringert (Ginestier et al. 2007).

Betrachtet man die ALDH1A3-Expression, fallt auf, dass sie in normalem Gewebe stark verteilt
ist, so findet man eine hohe Expression sowohl im Bereich der vorderen Retina als auch in den
Speicheldriisen sowie im Magen (Duan et al. 2016; Ali et al. 2011). Bekannt ist bereits, dass die
ALDH1A3 in einigen verschiedenen Karzinomarten UbermaRig stark exprimiert ist. So konnte
schon eine erhohte ALDH1A3-Expression in Ovarial-Karzinomen (Saw et al. 2012),
Mammakarzinomen (Marcato et al. 2011b) und auch im Pankreaskarzinom (Jia et al. 2013)

festgestellt werden.

Neben der verhéaltnismaRig starken ALDH1A3-Expression in den Karzinomen besteht ebenfalls
eine Korrelation zu erhohter Resistenz gegeniliber Chemo- sowie Strahlentherapie. Einige
Untersuchungen anhand von Kolonkarzinomzellen und Pleura-Mesotheliomgewebe zeigten,
dass eine hohe ALDH1A3-Expression mit einer erhéhten Medikamentenresistenz
vergesellschaftet ist (Golubovskaya et al. 2015; Kong et al. 2016). Dieses ist mitverantwortlich
dafiir, dass die ALDH1A3-Expression mit der Prognose einer Vielzahl von Karzinomen
zusammenhangt, denn eine Herunterregulierung der Expression fiihrte beim Pleura-
Mesotheliom zu einer erhéhten Sensitivitdt gegeniiber Cisplatin und Pemetrexed (Kong et al.
2016). Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Expression der ALDH1A3 im Pankreaskarzinom
liegt, ware es fir die Zukunft interessant, ob ebensolche Ergebnisse auch beim

Pankreaskarzinom erzielt werden kdnnen.

Die genauen Mechanismen der Regulation der ALDH1A3-Expressionen werden weiterhin
untersucht, so konnten bereits mehrere Faktoren festgestellt werden, die Einfluss auf diese zu

haben scheinen. Dazu zahlen u.a. das Tumorsuppressorgen p53 (Koch et al. 2007; Yoon et al.



2004) und auch das Onkogen KRAS, welches transgene Mausmodelle zeigten (Kong et al. 2016).
Aber auch die Promoter-Methylierung scheint einen wesentlichen Einfluss auf die Regulation zu
haben (Duan et al. 2016). Daher wird in dieser Arbeit neben der Expression auch der Fokus auf
eine mogliche Regulation bzw. Herunterregulierung mittels spezifischer siRNA gelegt, um damit

moglicherweise neue Aspekte fiir Therapieansatze zu gewinnen.

Durch die vielseitigen Funktionen Gibernimmt die ALDH1A3 eine wichtige Stoffwechselfunktion.
Bekannt ist, dass metabolische Prozesse ein Kennzeichen von Karzinomen darstellen (Hanahan
und Weinberg 2011). Daher kann man behaupten, dass die ALDH1A3 das Potential hat, ein
moglicher Marker fir eine Krebsdiagnose, -therapie und -prognose zu werden. Und eben
deswegen besteht der Schwerpunkt dieser Arbeit darin, die ALDH1A3-Expression und
Regulation beim Pankreaskarzinom naher zu untersuchen und mogliche Aussagen bezliglich der

Korrelation zwischen diesen und der Proliferation von Karzinomzellen zu treffen.

1.4. Tumormarker

Tumor- bzw. Biomarker sind in der Diagnostik vieler Karzinome unersetzbar. Sie sind einerseits
bei der Erkennung von Karzinomen von Bedeutung, anderseits spielen sie auch bei der Priifung
eines Therapieansprechens oder eines Tumorrezidivs eine unverzichtbare Rolle. Ebenso werden
sie haufig bei der Fragestellung, ob es sich um einen neoadjuvanten, adjuvanten oder palliativen
Therapieansatz handelt, mit in die Entscheidungsfindung einbezogen (Kleeff et al. 2016; Lennon
et al. 2014). Der beim Pankreaskarzinom bisher am héaufigsten verwendete Tumor- bzw.
Biomarker flir die Diagnostik wie auch das Management der Behandlung, ist das
Carbohydrate Antigen 19-9, kurz CA 19-9, gefolgt von CEA, Carcinoembryonales Antigen. Die
insgesamt in der Allgemeinbevodlkerung eher geringe Inzidenz des Pankreaskarzinoms erfordert
einen sehr genauen Screening-Test um die Rate an falsch positiven Ergebnissen zu minimieren,
die zu weiteren bestatigenden und vor allem teuren und belastenden Untersuchungen fiihren
(Poruk et al. 2013a). Allerdings besitzt bisher keiner der verwendeten Biomarker eine
winschenswerte Genauigkeit bzw. Prazision, noch zeichnet sie eine besonders hohe Sensitivitat
oder Spezifitat aus, um in der frihzeitigen Krebsdiagnostik wesentliche Hinweise zu geben.
Dennoch werden sie im klinischen Alltag routinemaRig beztglich der Fragestellung und auch des
Uberpriifens von Krankheitsprogress sowie des Therapieerfolges bzw. des Tumorrezidivs
verwendet (Poruk et al. 2013b). Die Tatsache der fehlenden spezifisch sowie sensitiv
hochwertigen Tumormarker des Pankreaskarzinoms fiihrte bereits in den letzten Jahren dazu,
dass die Suche nach neuen, verbesserten Biomarkern enorm an Prioritat gewann (Poruk et al.

2013a) und verdeutlicht weiterhin die besondere Herausforderung der aktuellen und



zuklinftigen Forschung, einen verbesserten Tumormarker zu entdecken, der auch in der friihen
Diagnostik wesentliche Hinweise geben kann, um die aktuell schlechte Prognose durch

friihzeitigere Therapie moglicherweise verbessern zu konnen.

1.4.1 Carbohydrate Antigen 19-9

Das Carbohydrate Antigen 19-9 ist Sialisiertes Lacto-N-Fucopentaose Il und steht in
Zusammenhang mit dem Lewis- Antigen, welches sich bei der Mehrheit der Menschheit an der
Oberflache der Erythrozyten befindet. Es wurde erstmalig 1979 durch Nachforschungen bzgl.
der Isolation tumorassoziierter Antigene im kolorektalen Karzinom durch monoklonale
Antikorper entdeckt. Einige Jahre spater wurde herausgefunden, dass es auch von
Pankreaskarzinomen produziert wird (Koprowski et al. 1981). CA 19-9 nimmt eine wichtige
Position in der klinischen Behandlung der Patienten mit einem Pankreaskarzinom ein. So konnte
durch bisherige Studien vermutet werden, dass die Hohe des CA 19-9 Wertes genutzt werden
kann, um moglicherweise vorherzusagen, ob ein Patient flir eine operative Behandlung in Frage
kommt oder ob eine Fernmetastasierung vorliegt (Maithel et al. 2008; Poruk et al.
2013b).Weitere Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen dem CA 19-9 Wert vor
Behandlung und dem Gesamtiiberleben der Patienten und legen nahe, dass der Wert ein
unabhangiger Prognosemarker fiir das Gesamtiiberleben ist (Reni et al. 2009; Poruk et al.
2013b). Zudem zeigten andere Studien, dass CA 19-9 Werte mit der Progression bzw. Remission
einer Erkrankung korrelierten. So zeigten Studien, dass bei Patienten, die eine operative
Behandlung erfahren, eine postoperative Erniedrigung des CA 19-9 Wertes ein Marker flr
verbessertes Uberleben zu sein scheint (Kondo et al. 2010). Ebenso soll eine Senkung der
postoperativen CA 19-9 Werte im Vergleich zum praoperativen Wert ein prognostischer Marker
fur ein verbessertes Gesamtliberleben bei Patienten sein, die sich zusatzlich einer

Chemotherapie unterziehen (Halm et al. 2000; Poruk et al. 2013b).

CA 19-9 ist aktuell der am haufigsten verwendete Tumormarker fiir das Pankreaskarzinom, auch
wenn es wiederum mehrere Faktoren gibt, die dessen Bedeutung begrenzen. So gibt es bspw.
Menschen, die das Lewis-Antigen nicht exprimieren, und daher auch kein CA 19-9. CA 19-9 wird
somit bei diesem Teil der Population (etwa 6% der weillen, 22% der dunkelhdutigen Bevolkerung
betroffen) (Tempero et al. 1987) falsch negativ ausfallen, welches die Effektivitat als
diagnostischen Marker erheblich reduziert. Der klinische Grenzwert liegt aktuell bei 37 U/ml
(Poruk et al. 2013b). Zudem legen weitere Studien nahe, dass aufgrund des niedrigen positiv
pradiktiven Wertes, ein Screening asymptomatischer Patienten mittels CA 19-9 ineffektiv ist,

ebenso wie bei sehr kleinen Karzinomen im Anfangsstadium (Locker et al. 2006). Die Tatsache,



dass CA 19-9 kein allzu spezifischer Tumormarker fiir das Pankreaskarzinom ist, wird ebenfalls
dadurch verdeutlicht, dass CA 19-9 auch bei gutartigen Leber-, Gallenwegs- und
Pankreaserkrankungen erhdht sein kann sowie bei anderen extrapankreatischen Karzinomen.
CA 19-9 ist daher zusammenfassend ein sehr gut nitzlicher Serummarker, um das
Tumorstadium, die Resektabilitdit, das Gesamtiberleben sowie das Therapieansprechen
vorherzusagen, jedoch weniger fir diagnostische Zwecke geeignet (Poruk et al. 2013b). Dieses
betont noch einmal die Prioritdt der zukiinftigen Untersuchungen, weitere, prazisere sowie

spezifisch und sensitiv hochwertige Tumormarker des Pankreaskarzinoms zu finden.

1.4.2 Carcinoembryonales Antigen

Das Carcinoembryonale Antigen, kurz CEA, ist nach CA 19-9 der zweithaufigste verwendete
Biomarker des Pankreaskarzinoms. Aufgrund einer geringeren Spezifitdt sowie Sensitivitat im
Vergleich zu CA 19-9, ist er noch weniger geeignet fiir die Diagnostik des Pankreaskarzinoms.

Der obere Grenzwert liegt zwischen 2,5-5 ng/ml (Poruk et al. 2013b).

CEA nimmt jedoch einen enorm wichtigen Stellenwert in der Diagnostik sowie Behandlung von
Patienten ein, die an einem Karzinom des Magen-Darm-Traktes leiden und wird dort als
Routinemarker sowohl in den Therapieprozess als auch in das klinische Management mit

einbezogen (Hall et al. 2019).

1.5 Pankreatitis

1.5.1 Akute Pankreatitis

Die akute Pankreatitis stellt eine der haufigsten Griinde einer Krankenhausbehandlung in der
Gastroenterologie in den Vereinigten Staaten dar (Peery et al. 2012). Das Risiko einer akuten
Pankreatitis steigt progredient mit dem Alter (Yadav und Lowenfels 2013), hat insgesamt jedoch
nur eine geringe Mortalitdtsrate mit etwa 1% (Peery et al. 2012). Die haufigste Ursache einer
akuten Pankreatitis ist weltweit die bilidre Genese, gefolgt von Alkoholkonsum bzw. -abusus
(Yadav und Lowenfels 2006). Das Risiko einer bilidren Genese steigt mit dem Alter und haufiger
sind hierbei Frauen mittleren Alters betroffen. Die Cholezystektomie ist bei bilidrer Genese der
wichtigste Therapieansatz, um rezidivierende Schiibe, die hdufig schwerwiegender ausfallen, zu
verhindern (Yadav und Lowenfels 2013). Weiterfliihrend erh6hen Nikotinabusus (Alexandre et
al. 2011), abdominale Adipositas (Khatua et al. 2017) und metabolische Faktoren wie
Hypercalcamie, Hypertriglyceriddmie, sowie azidotische Verhaltnisse das Risiko einer akuten
Pankreatitis (Yadav und Lowenfels 2013). Adipositas erhdoht zudem auch das Risiko fiir einen

schweren Verlauf und geht haufiger mit systemischen oder lokalen Komplikationen sowie einer



Mortalitdtssteigerung einher (Hong et al. 2011). Diabetes mellitus Typ 2 scheint ebenfalls das
Risiko, eine akute Pankreatitis zu erleiden, zu erh6hen (Girman et al. 2010), was dazu fiihrt, dass
die Anzahl der Pankreatitiden in der Zukunft aufgrund einer stetig zunehmenden Anzahl an
Diabeteserkrankungen womoglich steigt (Yadav und Lowenfels 2013). Einige Studien lassen
vermuten, dass eine akute Pankreatitis zunachst in eine wiederkehrende akute Pankreatitis und
letztendlich in eine chronische Form lbergehen kann (Sankaran et al. 2015). Insgesamt haben
etwa 20-30% der Patienten eine erneute Pankreatitis und ca. 10% entwickeln eine chronische
Pankreatitis, haufig in Verbindung mit einem Alkohol- oder Nikotinabusus oder im Rahmen einer

erblichen Pankreatitis (Yadav und Lowenfels 2013).

1.5.2 Chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis, auch wenn sie eine geringere Inzidenz aufweist als die akute Form,
reduziert die Lebensqualitdt der Patienten deutlich. Sie ist charakterisiert durch permanente
abdominelle Schmerzen, hidufige Schmerzexazerbationen sowie exokrine und/oder endokrine
Insuffizienz und ist haufig eine Erkrankung des mittleren Alters, wahrend Manner insgesamt
haufiger betroffen sind als Frauen. Die in den letzten Jahren zunehmende Pravalenz ist auch
durch die verbesserte und hochwertigere Qualitat der bildgebenden Verfahren bedingt (Yadav
und Lowenfels 2013). Alkoholkonsum ist und bleibt vermutlich der wichtigste Risikofaktor (Coté
et al. 2011; Frulloni et al. 2009). So wurde herausgefunden, dass die Pravalenz einer chronischen
Pankreatitis um das Vierfache hoher ist bei Menschen mit einem Alkoholabusus in der
Vorgeschichte im Vergleich zu jenen ohne (Yadav et al. 2007). Nikotinabusus stellt einen
Cofaktor zum Alkoholkonsum dar und sorgt dementsprechend fiir eine Risikoerhdhung (Yadav
et al. 2009). Daneben gelten auch einige Autoimmunerkrankungen, wie Zoliakie, systemischer
Lupus erythematodes oder auch chronisch entziindliche Darmerkrankungen als Risikofaktoren

(Yadav und Lowenfels 2013; Sadr-Azodi et al. 2012).

Die chronische Pankreatitis erhoht die Gesamtmortalitat, haufig sterben die Patienten jedoch
an anderen, nicht das Pankreas betreffenden chronischen Erkrankungen, Krebs oder Infektionen
(Yadav und Lowenfels 2013). Die chronische Pankreatitis erhoht das Risiko flr ein

Pankreaskarzinom um das Zehnfache (Kleeff et al. 2016).
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2. Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit war der Nachweis der Expression von ALDH1A3 in sechs verschiedenen
pankreatischen Karzinomzelllinien mittels Western-Blot und gPCR sowie in humanem
Pankreasgewebe mittels gPCR. Ebenfalls sollte die Regulation dieses Enzyms bei drei der sechs
Zelllinien naher untersucht werden, sowie nachfolgend die dadurch entstehenden

Auswirkungen auf die Proliferation der Zellen.

Folgende Fragen sind dabei besonders von Bedeutung:

Wie hoch ist die Expression der ALDH1A3 in ausgewahlten humanen Gewebeproben

und in den untersuchten pankreatischen Karzinomzellen?

Welche proliferativen Effekte sind nach der transienten ALDH1A3-Herunterregulierung

in pankreatischen Karzinomzelllinien zu erwarten?

Wie wirkt sich der Einsatz von leitliniengetreuer Chemotherapie auf die

ALDH1A3 - Regulation und die Proliferation der Zellen aus?

Ergeben sich aus den gewonnen Daten Hinweise auf eine diagnostische und

therapeutische Nutzung?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Geréte

Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller, Ort, Land

5xRT-Puffer

Invitrogen, Karlsbad, USA

Abraxane 5 mg/ ml

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Acrylamid/ Bis-Acrylamid 30% 29:1

Carl Roth GmbH+Co KG Karlsruhe,
Deutschland

Antibiotika (Penicillin/Streptomycin)

Biochrom, Berlin, Deutschland

APS

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Protein-Assay

Bio-Rad, Muinchen, Deutschland

Bovine Fetal Serum

Gibco, Paisley, Schottland

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

BSA Sigma Aldrich, Saint Louis, USA
CHAPS Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Sigma Aldrich, Saint Louis, USA

DEPC-Wasser

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

DMEM ThermoFisher Scientific, Dreieich,
Deutschland
DMSO Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

dNTP (dATP, dTTP, CCTP, dGTP)

Invitek, Berlin, Deutschland

DTT (Proteinlysepuffer)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DTT (reverse Transkriptase)

Invitrogen, Carlsbad, USA

ECL-Substrat

Thermo Scientific, Rockford, USA




Entwickler

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ethanol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland
Fixierer Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Gemcitabin 40 mg/ ml

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Glycin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland
HBSS Invitrogen, Carlsbad, USA

Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Isopropanol

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Magermilchpulver

TSI GmbH&Co KG, Zeven, Deutschland

MasterMix 5x HOT FIREPol® EvaGreen®gPCR
Mix Plus (no ROX)

Solis BioDyne, Tartu, Estland

Methanol Sigma Aldrich, Saint Louis, USA
MTT Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Phosphat Buffered Saline

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Protein-Assay-Kit

Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland

PVDF-Membran

GE Healthcare, Buckinghamshire, England

Rainbowmarker

GE Healthcare, Buckinghamshire, England

Random Primer

Invitrogen, Carlsbad, USA

RNasin

Invitrogen, Carlsbad, USA

RPMI-1640-Medium

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

SDS

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

siRNA ALDH1A3

Santacruz, Heidelberg, Deutschland
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siRNA CoA ALDH1A3

Santacruz, Heidelberg, Deutschland

SiRNA Transfectionmedium

Santacruz, Heidelberg, Deutschland

Superscript Il

Invitrogen, Carlsbad, USA

TEMED Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thiourea Sigma Aldrich, Saint Louis, USA

TRIS Carl Roth GmbH+Co KG Karlsruhe,
Deutschland

TRIZOL Reagent Invitrogen, Carlsbad, USA

Trypsin Gibco, Paisley, Schottland

Tween 20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Urea AmershamBiosciences, Uppsala, Schweden

Tabelle 2: Gerate

Geriate Hersteller, Ort, Land

6-Well-Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

96-well-Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Brutschrank Cytoperm 2

Heraeus, Gera, Deutschland

Elektronik-Rihrer Poly 15

VARIOMAG, Miinchen, Deutschland

Elektrophoresekammer Mini-Protean®Series

Bio-rad, Miinchen, Deutschland

Kihlzentrifuge Biofuge 28s

Heraeus, Gera, Deutschland

Mikro-Dismembrator S

Braun Biotech, Melsungen, Deutschland

Mikroskop Axiovert 25

ZEISS, Jena, Deutschland

UV-Spectrophotometer

Shimadzu, Jena, Deutschland
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Pipette Multipipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Pipetus

Hirschman Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Rollenmischgerat RM5

VWR, Darmstadt, Deutschland

Rotor-Gene Q System

Qiagen, Mainz, Deutschland

Schittler

HLC, Bovenden, Deutschland

Teflonbehélter mit Mahlkugel

Braun Biotech, Melsungen, Deutschland

Thermocycler T3000 Biometra GmbH, Goéttingen,

Deutschland
Transferkammer Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland
Waage Sartorius Basic, Gottingen, Deutschland

Wasserbad WN 14

Memmert GmbH& CO KG, Schwabach,
Deutschland

Zellkulturzentrifuge Multifuge X3R

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Sicherheitswerkbank

Hera Safe, Gera, Deutschland

Zellkulturflasche 25¢m?,75¢cm?,175cm?

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Tabelle 3: Antikorper

Antikorper Zielspezies Ursprung Hersteller
Anti-ALDH1A3 Human Rabbit Sigma-Aldrich
Anti-B-Actin Human Mouse Sigma-Aldrich
Goat Anti-Rabbit IgG-HRP Rabbit Goat Abcam

Goat Anti-Mouse-IgG-HRP Mouse Goat Abcam
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Tabelle 4: Primer

Zielgen Primersequenz 5> 3’ Temperatur | Basenpaarlange
(°C)
ALDH1A3 S AGGAGATTTTCGGGCCAGTG 60 137 bp
AS AGCCAACTTCAGGGCTTTGT
3-Actin S AGGCACCAGGGCGTGAT 60 51 bp
AS GCCCACATAGGAATCCTTCTGAC
18s S GTTGGTGGAGCGATTTGTCTGG 64 151 bp
AS AGGGCAGGGACTTAATCAACGC
hRPII S CGCTTAAGCCTTCCAACAAG 60 213 bp
AS GAGGACGACCTTGCTGTCTC

3.2 Patientengewebe

Die Gewebe entstammen Patienten, die bei medizinischer Indikation in der Universitatsklinik fur
Viszerale, Gefal3- und Endokrine Chirurgie operiert wurden. Die Patienten erklarten sich mit
einer wissenschaftlichen Untersuchung und der Nutzung der Gewebe zu Forschungszwecken
einverstanden, ebenso lag eine Genehmigung der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg vor (07.12.2001).

Unmittelbar nach der operativen Entnahme der Gewebeproben wurden diese in flissigem
Stickstoff tiefgefroren und gelagert. Alle Proben wurden durch ein pathologisches Institut
begutachtet und klassifiziert. Die Proben, die als nicht pathologisch verandertes Gewebe
klassifiziert wurden, wurden im Rahmen von Karzinomoperationen entnommen und zeigten sich

makro- sowie mikroskopisch tumorfrei.

Insgesamt wurden 40 Gewebe mittels Real-Time-PCR untersucht (Tabelle 5), als Positivkontrolle

diente die Zelllinie AsPC-1.

Tabelle 5: Untersuchte Gewebeproben und jeweilige Entitaten

nicht pathologisch
Gewebetyp Pankreaskarzinom Pankreatitis
verandertes Gewebe
Anzahl (n) 16 13 11
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Tabelle 6: Differenzierung der Gewebeproben

Probe

Gewebe

TNM-Stadium

Geschlecht

Alter

1

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT2 pN1 M1

m

71

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT1b NO MO

70

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 pNla M1

71

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 N1b MO

77

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 N1b M1

73

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 pNO M1

47

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT4 pN1 MO

58

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT1 pNO MO

75

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3p N1 M1

66

10

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 pNO MO

61

11

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT4 pN1b MO

68

12

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT4p N1 MO

64

13

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

T3N1 M1

57

14

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT2 N1 MO

58

15

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT3 N1b MO

73

16

duktales
Pankreasadenokarzi-
nom

pT1 pNO MO

65
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17

chronische
Pankreatitis

58

18

chronische
Pankreatitis

39

19

chronische
Pankreatitis

31

20

chronische
Pankreatitis

63

21

chronische
Pankreatitis

45

22

chronische
Pankreatitis

61

23

chronische
Pankreatitis

48

24

chronische
Pankreatitis

57

25

chronische
Pankreatitis

42

26

chronische
Pankreatitis

75

27

chronische
Pankreatitis

55

28

chronische
Pankreatitis

38

29

chronische
Pankreatitis

53

30

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

72

31

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

45

32

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

53

33

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

54

34

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

55

35

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

56

36

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

60

37

Nicht pathologisch
verandertes
Gewebe

64
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38 Nicht pathologisch f 80
verandertes
Gewebe
39 Nicht pathologisch m 42
verandertes
Gewebe
40 Nicht pathologisch m 71
verandertes
Gewebe

3.2.1 Homogenisierung

Fir die weitere Untersuchung der tiefgefrorenen und gelagerten Gewebeproben mussten diese
zunachst homogenisiert werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Gewebe und alle
bendtigten Materialien in fliissigem Stickstoff gekiihlt wurden, damit ein An- bzw. Auftauen
verhindert werden konnte. Das gefrorene Gewebematerial sowie eine teflonbeschichtete
Mahlkugel wurden in einen Teflon Behilter gegeben und in einem Micro-Dismembrator S fiir
45 Sekunden bei 2.500 rpm geschiittelt. Infolge der mechanischen Zerkleinerung gewinnt man

aus den Gewebeproben ein homogenes Pulver.

3.3 Pankreaszelllinien

In dieser Arbeit wurden insgesamt sechs pankreatische Karzinomzelllinien, die Adenokarzinome
reprasentieren, die sich aus Pankreaszellen entwickeln, hinsichtlich ihrer ALDH1A3-Expression
untersucht: AsPC-1, BxPC-3, Capan- 1, MIA PaCa 2, PANC-1, SU.86.86. Sie sind kommerziell bei
ATCC erhaltlich.

Die Zelllinie Capan-1 wurde aus einer Lebermetastase eines pankreatischen Adenokarzinoms
eines 40-jdhrigen maénnlichen Patienten etabliert (lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-

79.aspx?geo_country=dettgeneralinformation).

Aus einem pankreatischem Adenokarzinom eines 65-jahrigen mannlichen Patienten entstammt
die Zelllinie MIA PaCa-2 (Igcstandards-atcc.org/products/all/CRL-

1420.aspx?geo_country=de#generalinformation).

Die Zelllinie PANC-1 entstammt aus dem pankreatischen Adenokarzinom eines 56-jahrigen
mannlichen Patienten (lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-

1469.aspx?geo_country=de#generalinformation).

Die folgenden drei pankreatischen Karzinomzellen wurden weiterflihrend hinsichtlich einer
Korrelation zwischen der Reduktion der ALDH1A3-Expression und proliferationshemmenden

Wirkungen untersucht.
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Die Zelllinie AsPC-1 entstammt dem malignen Aszites einer weiblichen 62-jahrigen Patientin mit
einem histologisch bestdtigten und metastasierten Pankreas-Adenokarzinom (lgcstandards-
atcc.org/products/all/CRL-1682.aspx?&p=1&rel=generalinformation). Diese Zellen exprimieren

CEA (lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-1682.aspx?geo_country=dettcharacteristics).

Aus dem pankreatischen Adenokarzinom einer 61- jahrigen Patientin wurde die Zelllinie BxPC-3
etabliert (lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-1687.aspx?&p=1&rel=generalinformation).
Auch diese Zelllinie exprimiert CEA (lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-

1687.aspx?geo_country=de#characteristics).

Die Zelllinie SU.86.86 entstammt einer Lebermetastase eines duktalen Pankreas-
Adenokarzinoms einer 57-jahrigen Patientin. Ebenfalls exprimiert wird CEA (lgcstandards-

atcc.org/products/all/CRL-1837.aspx?geo_country=de#ficharacteristics).

3.3.1 Zellkultivierung

Jegliche Arbeiten an den Zelllinien wurden steril in einer Sicherheitswerkbank vollzogen.
Sorgfaltiges Arbeiten in Kombination mit der dort vorhandenen vertikalen Luftstrémung sowie
die Verwendung von 70% vergallten Ethanol zur Hand- und Arbeitsplatzdesinfektion und steriler
Materialien sorgten fir eine saubere Umgebung, wodurch Kontaminierungen vermieden
wurden. Drei der sechs Zelllinien, Capan-1, MIA PaCa-2 und PANC-1, bendétigten das
Nahrmedium DMEM. Die drei Zelllinien, die weiterfihrend hinsichtlich einer Korrelation
zwischen der Reduktion der ALDH1A3-Expression und proliferationshemmender Wirkung
untersucht wurden, benétigten das Nahrmedium RPMI-1640, welches unter anderem Biotin
und Vitamin B 12 enthalt. Zusatzlich wurde diesem 10% fotales Kalberserum (FBS) zugesetzt. Vor
Gebrauch wurde das FBS durch Hitzeinaktivierung bei 56°C flir insgesamt 30 Minuten inaktiviert.
Um eine bakterielle Kontaminierung zu vermeiden wurde dem Nahrmedium zusatzlich eine
Antibiotikamischung, bestehend aus Penicillin und Streptomycin, zum Anteil von 1% der
Gesamtmenge des Mediums hinzugefiigt. Verwendet wurde dieses Vollmedium, nachdem es

auf 37°C Grad erwarmt wurde.

Die Zelllinien wurden in flissigem Stickstoff gelagert. Fir die Zellkultivierung mussten sie
aufgetaut werden. Dazu wurden die Zellen mit dem auf 37°C erwarmten Nahrmedium versetzt
und langsam erwarmt. AnschlieBend wurden sie fiir 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert, damit
sich das Zellpellet am Boden sammelt. Der Uberstand wurde verworfen. Dieses dient dem
Entfernen des Dimethylsulfoxid (DMSO), welches zuvor zu 1:9 mit FBS fiur die Kryokonservierung
verwendet wurde. AnschlieBend wurde die Zellanzahl mit Hilfe einer Neubauer- Zdhlkammer

bestimmt, um eine 25 cm? Zellkulturflasche mit der entsprechenden Zellzahl beimpfen zu
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kénnen. Die mit den Zellen befillte Zellkulturflasche wurde dann in einem Inkubator mit einer
95°C-wasserdampf-gesattigten Atmosphdre und einer CO,-Konzentration von 5% bei 37°C
kultiviert. In entsprechenden zeitlichen Abstinden wurden das Aussehen sowie das
Wachstumsverhalten und die Morphologie der Zellen durchs Mikroskop beurteilt und

dementsprechend das Medium gewechselt.

3.3.2 Zellpassagierung

Nach regelmidlligem Mediumwechsel und entsprechender Kultivierung der Zellen im
Brutschrank bei etwa 37°C wuchsen die Zellen angemessen, sodass sie sich schlieflich in einem
konfluenten Zustand befanden, woraufhin sie gesplittet werden mussten. Dazu wurden sie
zunachst mit HBSS zweimal gewaschen, um das FBS zu entfernen, anschlieBend wurde je nach
ZellflaschengroRe eine definierte Menge an Trypsin auf die Zellen gegeben, welches dazu diente,
die Zellen vom Flaschenboden abzulésen. Die gelosten Zellen wurden in einem nachsten
Arbeitsschritt zu dem entsprechenden Vollmedium gegeben, anschlieBend wurde die
Suspension fiir 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das sich
am Boden befindliche Zellpellet wurde mittels Vollmedium resuspendiert. Nach entsprechender
Zellzahlung wurde eine neue Zellkulturflasche mit ausgezahlter Zellzahl beimpft. Dieser Vorgang
wurde bis zur vierten Passage wiederholt, bevor die Zellen fiir weitere Versuche verwendet

wurden, um eine Beeinflussung durch die Kryokonservierung zu vermeiden.

3.3.3 Transiente Transfektion mittels spezifischer siRNA

Bei der small interfering RNA (siRNA) handelt es sich um kurze (20-30 Nukleotide),
doppelstriangige Ribonukleinsdure-Molekiile, die keine Proteine codieren. Sie assoziieren sich
mit Ribonucleoprotein-Partikeln (RNP) zum RNA-Induced Silencing Complex (RISC), in diesen
sind nur einzelstrangige siRNA enthalten, und verbinden sich mit komplementaren
einzelstrangigen mRNA-Molekilen. RISC spaltet die Ziel-mRNA in der Mitte der
komplementaren Region und verhindert dadurch ihre Expression, sodass die urspriingliche
Funktion dieser unterbunden wird. Man spricht von einer RNA-Interferenz (Siomi und Siomi

2009; Meister und Tuschl 2004; Elbashir et al. 2000).

Die oben erwahnten drei Zelllinien wurden mit der spezifischen siRNA behandelt, um
anschlieBend sowohl auf Protein- mittels Western-Blot wie auch auf RNA-Ebene mit Hilfe einer
gPCR-Analyse zu priifen, ob eine Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression erfolgt ist. Die

RNA- bzw. Proteinisolation erfolgte nach 72 Stunden.
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Es wurde entsprechend des siRNA Transfektion Protokoll von Santa Cruz Biotechnology, Inc
vorgegangen. Zunachst wurde die jeweilige Anzahl an benétigten 6-Well-Platten mit im Vorfeld
gezihlter Zellanzahl (2 x 10°)/Well beimpft. Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit 10%
FBS- haltigem, antibiotikafreiem RPMI-Medium inkubiert. Bei 70%iger Konfluenz erfolgte die
Transfektion mit der spezifischen ALDH1A3 siRNA (im Folgenden siRNA) und der
siRNA- Kontrolle A (im Folgenden siRNA CoA) liber einen Zeitraum von 72h. Dazu wurde
zusatzlich die ALDH1A3-Expression der Zellen untersucht, die nur reines Vollmedium erhielten,
diese wurden als Wildtypen gekennzeichnet (WT 1/ WT 2). Nach Ablauf der 72h wurden sowohl

die RNA als auch die Proteine isoliert wie auch der MTT Assay durchgefiihrt.

3.3.4 Behandlung der Zellen mit Chemotherapie

Neben dem Einsatz der spezifischen siRNA sollte ebenfalls der Einfluss der in der klinischen
Behandlung von Pankreaskarzinomen eingesetzten Chemotherapie auf die Expression der
ALDH1A3 uberpriift werden. Verwendet wurde hier das Chemotherapeutikum Gemcitabin in
Kombination mit Abraxane. Wie in der Einleitung beschrieben, zeigte sich bisher in klinischen
Studien eine gewisse Korrelation zwischen hoher ALDH1A3-Expression und erhdhter Resistenz
gegeniber einer Strahlenbehandlung wie auch einer Chemotherapie. Aufgrund dieser
Feststellung war es nun auch interessant zu untersuchen, inwiefern die Behandlung auch
mogliche Auswirkungen auf die ALDH1A3-mRNA-Expression zeigen kdnnte. Zunachst wurde
eine entsprechende Anzahl an 6-well-Patten mit einer im Vorfeld definierten Anzahl an Zellen
beimpft (2 x 10°)/ Well. Fir 24h erfolgte die Inkubation, verwendet wurde ein antibiotikafreies
RPMI- Medium mit 10% FBS. AnschlieBend erfolgte die Auftragung der Chemotherapie, die
Dosierungen (Abraxane 125 mg/ 10.000 cm?; Gemcitabin 1000 mg/ 10.000 cm?) erfolgten
gemal Herstellerangaben und wurde entsprechend der Oberflache der Zellkulturflaschen bzw.
Well-Platten angepasst. Nach Ablauf weiterer 24h erfolgte die RNA-Isolation sowie ebenfalls der

MTT-Test.
3.4 RNA-Gewinnung und Real-Time PCR

3.4.1 RNA-Isolation und Vermessung

Die RNA-Gewinnung erfolgte mittels Trizol Reagent. 1 ml Trizol wurde auf 100 mg
Gewebehomogenisat gegeben, nach fiinf Minuten Inkubationszeit wurde 0,2 ml Chloroform
hinzugegeben, welches nun fiir 15 Minuten bei 14.000 x g und 4°C zentrifugiert wurde. Im
nachsten Schritt wurde die farblose, obere, RNA enthaltende Phase in ein nheues Tube Gberfihrt

und mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. Nach weiteren zehn Minuten Inkubationszeit erfolgte eine
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weitere Zentrifugation fir zehn Minuten bei 14.000 x g und 4°C. Folglich wurde das sichtbare
RNA-Pellet mit 75% Ethanol zweimal gewaschen, anschlieBend erfolgte die Lufttrocknung.
Nachfolgend wurde RNase freies Wasser hinzugegeben, sodass die RNA im weiteren Schritt bei

60°C flr 10 Minuten geldst wurde. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Photometer sowie dafilir hergestellten

RNA- Vermessungspuffer (s. Tabelle 7) bei einer Wellenldange von 260 nm.

Tabelle 7: RNA-Vermessungspuffer 10 mM TRIS/HCL

Substanz Menge
DEPC-H,0 10 ml

1 M TRIS 100 pl

HCL auf pH-Wert 7,5

3.4.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Damit eine gPCR erfolgen kann, muss zunachst die gewonnene Gesamt-RNA in komplementare
DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dabei wurde 1 ug RNA mit DEPC-Wasser versehen, sodass
sich ein Gesamtvolumen von 10 pl ergibt. Dieses wurde 3 Minuten bei 70°C mittels Thermocycler
inkubiert. AnschlieBend wird 15 pl des Reaktionsmixes (s. Tabelle 8) hergestellt und der RNA
hinzugegeben, woraufhin ein weiterer Inkubationsschritt folgt, unterteilt in 45 Minuten bei

42°C, gefolgt von drei Minuten bei 95°C. Die nun hergestellte cDNA wird bei -20°C gelagert.

Tabelle 8: Zusammensetzung Reaktionsmix (15 ul) Reverse Transkription

Substanz Menge
5x RT-Puffer 5,0 ul
12,5 mM dNTP-Mix 1,0ul
Randomprimer 100 ng/ul 3,0 ul
0,01 M DTT 2,5ul
RNasin (40 U/ul) 0,5 ul
Superscript Il (200 U/pl) 0,3 ul
DEPC-H,0 2,7 ul
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3.4.3 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR wurde mittels Rotor-Gene Q System sowie dem Enzym MasterMix 5x HOT
FIREPoI® EvaGreen®gPCR Mix Plus (no ROX) nach den aufgelisteten Bedingungen durchgefiihrt
(s. Tabelle 9). Verwendet wurde ein Ansatz von insgesamt 20 ul, bestehend aus 18 upl
hergestelltem Enzym-MasterMix (5xHOT FIREPol®, Forward Primer, Reverse Primer,
RNase freies H,0) und 2 pl cDNA. Bei allen untersuchten Proben erfolgte eine
Doppelbestimmung. Durch den Einsatz spezifischer Primer und einer DNA-Polymerase wird die
Vervielfdltigung der bestimmten cDNA-Sequenz ermdglicht, dadurch kann es zu einer
Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs EvaGreen kommen. Wahrend der standardmaRig
erfolgenden 40 PCR-Zyklen wird die Verdnderung der Farbstoffeinlagerung gemessen und in
Form einer PCR-Kurve dargestellt. Als Positivkontrolle diente entweder der jeweilige Wildtyp
oder die spezifische siRNA-Kontrolle. Zur Uberpriifung der mRNA-Expression in allen sechs
verwendeten Karzinomzellen wurde die Expression der Pankreaskarzinomzelllinie AsPC-1 als
100% angesetzt und die untersuchten Expressionen der anderen Zelllinien ins Verhaltnis gesetzt.

Als Negativkontrolle wurde RNase freies Wasser verwendet.

Tabelle 9: Real-Time PCR- Bedingungen

Vorgang Temperaturin °C Dauer

Hold 95°C 15 Min
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 60°C 20s
Elongation 72°C 20s

Zum Abgleich der Abweichungen der gPCR-Reaktionen der Ziel-Transkripte wahrend der
Umschreibung in cDNA wurden die Proben mit Hilfe der Housekeeping Genes 3-Actin, 18 s und
hRPIl normalisiert (s. Tabelle 4). Die Ldnge der Primer sollte bei dem Rotor-Gene Q System 200
Basenpaare nicht lGberschreiten, daher wurde ein spezifischer ALDH1A3-Primer nach etwaigen

Richtlinien designt.

3.4.4 Auswertung

Die Auswertung der Real-Time PCR erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Rotor-Gene Q
Series Software Qiagen. Hierbei wurde zunachst die Schmelzkurve aller Proben eines Primers
kontrolliert. Im nachsten Schritt wurden die Ziel- und Housekeeping-Gene-Transkripte jeweils

mit der entsprechenden Positivkontrolle ins Verhaltnis gesetzt. Die Ziel-Transkripte wurden in
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eine Excel-Software Uberfiihrt und mit den entsprechenden Werten der Housekeeping Gene
Ergebnisse normalisiert und anschlielend als Prozentwerte im Vergleich zur Positivkontrolle

dargestellt.
3.5 Protein-Gewinnung und Western-Blot

3.5.1 Proteinisolation und Vermessung

Fir die Proteinisolation wurde ein aus Harnstoff bestehender Lysepuffer verwendet
(s. Tabelle 10). Die Zellen, die zum konfluenten Mono-Layer angewachsen sind, wurden durch
Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche abgelést und anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und die entsprechend bendtigte Menge an
Lysepuffer den Zellen beigefiigt. AnschlieBend wurde das Protein-Lysat gevortext und bei
300x g fir 10 Minuten zentrifugiert, um die ungelosten Zellreste zu pelletieren. Fir
nachfolgende Untersuchungen wurde nur der Uberstand verwendet, in dem sich das
gewlinschte Protein befand. Die sich an die Proteinisolation anschlieRende Vermessung erfolgte
per Doppelbestimmung nach der Bradford Methode bei einer Wellenlange von 595 nm. Die

Proteine wurden bei -20°C gelagert.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Protein-Lysepuffers (10 ml)

Substanz Menge

7 M Urea 428

2 M Thiourea 1,524¢

4% CHAPS O4¢g
40 mM DTT 0,0616 g
auf 10 ml
Aqua Bidest
auffullen

3.5.2 Probenvorbereitung und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei einer Western-Blot-Analyse werden Proteine auf einer SDS-Page anhand ihrer Grol3e
aufgetrennt, nachfolgend auf eine spezifische Membran geblottet und anschlieend mit
bestimmten Antikorpern detektiert. Die fur diese Methode bendétigten Polyacrylamidgele
bestanden sowohl aus einem Trenn- als auch aus einem Sammelgel, deren Zusammensetzung

erfolgte wie unten aufgefiihrt (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele

Substanz Trenngel 12% Substanz Sammelgel 4%
H,0 3,3ml H,0 1,4 ml
30% Acrylamid mix 30 % Acrylamid mix

4,0 ml 0,33 ml
29:1 29:1
1.5M TRIS (pH 8.8) | 2,5 ml 1.0 M TRIS (pH6.8) | 0,25 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 0,02 ml
10% APS 0,1 ml 10% APS 0,02 ml
TEMED 0,004 ml TEMED 0,002 ml

Tabelle 12: Zusammensetzung 1,5 M TRIS/HCI

Substanz Menge
TRIS (MW 121,14) 90,85 g

Aqua Bidest in 400 ml l6sen
27% HCl 25 ml
Aqua Bidest auf 500 ml auffillen

Tabelle 13: Zusammensetzung 1,0 M TRIS/HCI

Substanz

Menge

TRIS (MW 121,14)

6,057 g

Aqua Bidest in 40 ml l6sen
27% HCI 6 ml
Aqua Bidest auf 50 ml auffillen

Tabelle 14: Zusammensetzung 10% SDS

Substanz Menge
SDS 5g
Aqua Bidest in 50 ml I6sen

26




Tabelle 15: Zusammensetzung 10 % APS

Substanz Menge
APS 0,1g
Aqua Bidest in 1 mll6sen

Uber Nacht wurden die vorbereiteten Gele gelagert, um ein Festwerden der Materialien zu
gewahrleisten. Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Gele in einer mit 1 x Laufpuffer
(s. Tabelle 16) gefillten Elektrophoresekammer eingespannt. 5 pg Protein jeder zuvor
vermessenen Probe wurde vor der Elektrophorese mit 5 pl eines hergestellten Ladepuffers
versetzt (s. Tabelle 17) sowie anschlieBend 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Daraufhin erfolgte die

Auftragung der Proben auf die Gele.

Tabelle 16: Zusammensetzung 1 x Laufpuffer

Substanz Menge
TRIS 30g
Glycin 144 g
SDS 6g
Aqua Bidest in1116sen
Tabelle 17: Zusammensetzung Ladepuffer
Substanz Menge
1 M TRIS/HCI pH 6,8 2,4 ml
Glycerin (Glycerol 87%) 4 ml
SDS 0,8¢g
DTT 0,154 g
Aqua Bidest 10 ml
Bromphenolblau 0,01%

Fiir spatere Molekulargewichtsbestimmungen wurde zusatzlich fiir jede Membran bei jedem

Lauf ein Rainbowmarker verwendet. Durch das aufgebaute elektrische Feld wurden die Proteine

bei 20-40 mA innerhalb von 1,5-2 Stunden aufgetrennt.
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3.5.3 Western-Blotting

Die auf der SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden in einer Blot-Kammer auf eine
PVDF- Membran transferiert. Dieses Verfahren nennt man Nass-Blot. Zur Vorbereitung, wird das
Gel auf die Membran gelegt, dabei war stets darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen
bildeten. Von beiden Seiten wurden sowohl die Membran, die einmalig kurz zuvor in Methanol
gelegt wurde, als auch das Gel von je zwei Filterpapieren sowie von einem Schwammtuch
umhdiillt, beides wurde vorher in einem hergestellten Transferpuffer (s. Tabelle 18) eingeweicht,
und mit Hilfe eines Gitters, das fiir Stabilitdat und Halt sorgen sollte, in die Blot-Kammer verlagert.
Zusatzlich wurde eine Kihlspirale in die Blot-Kammer gespannt, die eine dauerhafte Temperatur
von 6°C gewahrleisten sollte. Die Blot-Kammer wurde ebenfalls mit Transferpuffer gefiillt und
das elektrische Feld anschlieRend angeschlossen. Der Blot-Vorgang erfolgte fir 120 Minuten bei

einer Stromstarke von 1 A.

Tabelle 18: Zusammensetzung Transferpuffer:

Substanz Menge

Glycin 42g

TRIS 9g

Methanol 600 ml

Aqua Bidest auf 2 | auffiillen

Durch die angeschlossene elektrische Spannung wanderten die Proteine vom Minuspol zum

Pluspol und damit vom Gel auf die Membran.

3.5.4 Antikorpernachweisreaktion

Nach dem Blot-Vorgang wurde die PVDF-Membran zunachst fiir eine Stunde in einem
Blocking- Puffer (TBS/T (s. Tabelle 20) und 5% Magermilchpulver) geblockt. Dieses verhindert,
dass unspezifische Bindungen der Antikdrper erfolgten. Nach Ablauf der 60 Minuten erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Rabbit Anti-ALDH1A3-Antikorper, der mittels Blocking-Puffer
1:200 verdiinnt wurde, bei 4°C auf einem Rollenmischgerat Giber Nacht. Danach wurde die
Membran drei Mal fur 10 Minuten mit 10 ml TBS/T bei Raumtemperatur gewaschen, um
Antikorper zu l6sen, die nicht spezifisch gebunden hatten. Nach dem Waschvorgang erfolgte die
Inkubation des sekundaren Antikorpers, Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP), 1:20.000 in TBS
verdiinnt. Die Herkunft des sekundaren Antikorpers richtet sich nach dem FC-Teil des primaren

Antikorpers. Die Inkubation erfolgte wahrend kontinuierlichem Schwanken fiir eine Stunde bei
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Raumtemperatur, anschlieBend fand erneut ein Waschvorgang statt. Nach dem Waschschritt
wurde die PVDF-Membran 1 Minute in einer ECL™-L6sung inkubiert und die spezifischen
immunoreaktiven ALDH1A3-Proteinbanden wurden auf einem Roéntgenfilm (Hyperfilm-MP)
mittels Entwickler- und Fixiererlosung sichtbar gemacht. (s. Tabelle 21/22). Danach wurden alle
zuvor gebundenen Antikdrper mit Hilfe eines Stripping-Puffers (s. Tabelle 23) geldst und mittels

einer erneuten Waschprozedur entfernt.

Um sicher zu stellen, dass eine gleichmaRige Proteinmenge aufgetragen wurde, sind
anschlieRend auf allen Membranen Inkubationen und Detektionen von R-Actin, einem
Housekeeping Gene, durchgefiihrt worden. Die Auftragung von B-Actin erfolgte in einer
Verdinnung von 1:10.000 in TBS. Inkubiert wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
einem erneuten Waschschritt, wurde der entsprechende sekundare, Peroxidase-konjugierte
Antikorper, Goat Anti-Mouse IgG H&L in einer Konzentration von 1:20.000, ebenfalls in TBS

gelost, aufgetragen. AnschlieRend erfolgte die Entwicklung fiir 5 Sekunden.

Tabelle 19: Zusammensetzung 10xTBS

Substanz Menge

TRIS 242 g

NaCl 80g

HCl auf pH-Wert 7,5
Aqua Bidest auf 1 | auffillen

Tabelle 20: Zusammensetzung TBS/T

Substanz Menge
10xTBS 100 ml
Aqua Bidest 900 ml
Tween 20 1000 pl

Tabelle 21: Zusammensetzung Entwicklerlésung

Substanz Menge
Aqua Bidest 473 ml
Entwickler 103 ml
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Tabelle 22: Zusammensetzung Fixierldsung

Substanz Menge
Aqua Bidest 370 ml
Fixierer 103 ml

Tabelle 23: Zusammensetzung Stripping Puffer

Substanz Menge

0,2 M Glycin 15g

HCL auf pH-Wert 2,5
Aqua Bidest 11

Tween 20 (0,05%) 500 pl

3.5.5 Auswertung

Der Rontgenfilm (Hyperfilm-MP) wurde mittels Desktop-Scanner eingescannt und die darauf
sichtbaren Banden wurden ihrer GrofRe nach anhand eines Markers zugeordnet. Fir die
Auswertung wurde das Computerprogramm Alpha View SA (Protein Simple) verwendet. Hierbei
wurden zundchst die Grauwerte der Banden der entsprechenden Proben bestimmt und
anschlieRend mit den Grauwerten der Banden der zugehdrigen R-Actin-Proben normalisiert.
Durch den vom Programm automatisch erfolgten Hintergrundabgleich sind alle abgebildeten
und erhobenen Werte als Protein-Expressionen anzusehen, um zundchst bei allen sechs
untersuchten Zelllinien die jeweilige ALDH1A3-Expression untersuchen zu koénnen. Dabei
wurden die Grauwerte der Zelllinie AsPC-1 als 100% angesetzt und entsprechend die Grauwerte

der anderen Zelllinien ins Verhaltnis gesetzt.

Bei den Western-Blots, die zur Untersuchung der ALDH-Herunterregulierung durch
siRNA Transfektion angefertigt wurden, wurde stets eine unbehandelte Wildtyp-Kontrolle
(WT1/ WT 2) sowie eine spezifische ALDH1A3 siRNA- Kontrolle A (siRNA CoA), die als

Positivkontrolle diente und als 100% angesetzt wurde, eingesetzt.

3.6 MTT Assay

Der MTT Assay ist ein Test, der auf Grundlage einer quantitativen kolorimetrischen Analyse das
Uberleben bzw. die Proliferation von Zellen misst. Durch ein Spektrophotometer (ELISA Reader)

kann die Aktivitat lebender Zellen in Form ihrer optischen Dichte abgelesen werden, somit wird
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diese Methode genutzt, um Aussagen Uber Zytotoxizitat, Proliferation oder Aktivierung von
Zellen zu treffen. Dieses beruht auf der der Reaktion des gelben Substrats MTT in ein blaues

Formazan bei der Inkubation mit lebendigen Zellen (Mosmann 1983).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss einer Behandlung von Zellen auf ihre Proliferation

mittels MTT Assay getestet werden im Vergleich zu unbehandelten Zellen bzw. ihren Kontrollen.

Zundchst wurde eine entsprechende Anzahl an Wells einer 96-Well-Platte mit einer vorab
gezihlten Anzahl an Zellen (1,5 x 10%)/ml ausgesit und fir 24h im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden 12-40 Wells mit dem jeweiligen
Behandlungsmedium (siRNA mit siRNA Transfektionsmedium bzw. Chemotherapie: Abraxane
125 mg/ 10.000 cm? mit Gemcitabin 1000 mg/ 10.000 cm?) versehen, ebenso viele Wells mit
der spezifischen siRNA Kontrolle A bzw. dem Leermedium (RPMI-Medium mit 10% FBS), welche
jeweils die Positivkontrolle darstellten. Die Dauer des MTT Assays richtete sich nach der Dauer
der zu untersuchenden Behandlungsmedien. Da die siRNA Transfektion nach 72h erfolgte, war
auch der MTT-Test bei diesem Behandlungsmedium fiir 72h angesetzt. Alle 24h erfolgte ein
Mediumwechsel, um abgestorbene Zellreste zu entfernen und den wachsenden Zellen neues
Ndhrmedium zur Verfliigung zu stellen. Da die Behandlung der Zellen mit der eingesetzten
Chemotherapie fir 24 Stunden erfolgte, wurde auch der MTT Assay auf eine Dauer von
24 Stunden ausgerichtet. Vier Stunden vor Ablauf der 72 bzw. 24 Stunden, erfolgt die Zugabe
von 20 pl MTT pro Well, dieser Farbstoff gelangt bei lebenden Zellen ins Zellinnere, sodass
anhand eines Farbumschlags die proliferierenden Zellen detektiert werden kdénnen. Vier
Stunden lang wurden die Zellen mit dem applizierten MTT im Brutschrank inkubiert, nach Ablauf
wurde die sich auf den Zellen befindliche Mischung abgekippt und es wurden pro Well 100 ul
DMSO hinzugegeben. Mittels ELISA Reader erfolgte anschlieRend das Ablesen bei einer

Wellenldnge von 570 nm und der Referenzwellenldange von 630 nm.
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Abbildung 1: Graphik MTT Assay Versuchsdurchfiihrung nach siRNA Transfektion

3.6.1 MTT Assay-Auswertung

Die Auswertung des MTT Assays erfolgte mit Hilfe eines Excel-Formats. Durch das Ablesen

mittels Elisa-Reader erhielt man die entsprechende optische Dichte. Es erfolgte die Bestimmung

32



des Mittelwertes sowie der Standardabweichung. Die errechneten Mittelwerte wurden anhand
eines Saulendiagramms dargestellt, sodass ein Vergleich der Proliferation zwischen behandelter

Probe und Kontrolle ermittelt werden konnte.

3.7 Statistische Methoden

Alle Experimente in vitro wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt und in
Sadulendiagrammen mit Standardabweichung mittels einer Excel-Software dargestellt. Die
Datenverteilung wurde mittels D’Agostino & Pearson Omnibus bzw. Kolmogorow-Smirnow
Normalitatstests untersucht. Abhingig von der Datenverteilung zur Uberpriifung der Signifikanz
wurden der parametrische und nicht-parametrische Mann-Whitney Test sowie fiir die
Untersuchungen des Pankreasgewebe eine One-Way ANOVA Analyse verwendet. Das
Signifikanzniveau wurde je nach p-Wert folgendermaRen markiert: *= p-Wert <0,05,
**= p- Wert < 0,01, ***= p- Wert < 0,001.

Die Expression der ALDH1A3 in den Gewebeproben wurde mittels Streudiagramm mit Medianen

und Interquartilsabstdanden dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 ALDH1A3-Expression in humanem Pankreasgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, ob sich die ALDH1A3-Expression in
exemplarischen Pankreaskarzinom-, chronischer Pankreatitis- und nicht pathologisch

veranderten Gewebeproben unterscheidet.

In dem folgenden Streudiagramm sind die Daten der Real-Time-PCR von insgesamt
40 Gewebeproben dargestellt und ausgewertet. Hierbei wurden die einzelnen Proben nur
entsprechend der Hauptdiagnose aufgelistet: Pankreaskarzinom, chronische Pankreatitis und
nicht pathologisch verdandertes Gewebe. Deutlich zu erkennen ist die Varianz der Expression in
den unterschiedlichen Entitdten, so ist die ALDH1A3-Expression am starksten im
Pankreaskarzinom, gefolgt von den Proben der Entitat chronischer Pankreatitis. Am geringsten
ist sie in den Proben, die als nicht pathologisch verandertes Gewebe klassifiziert wurden.
Zusammenfassend und zur besseren Beurteilung wurden die Daten mittels Streudiagramm
dargestellt. Hierbei wird die deutlich und signifikant erhohte ALDH1A3-mRNA-Expression im

Pankreaskarzinom im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen verbildlicht.

34



ALDH1A3

20 [ % %k %k \
= *
= | e |
= o
%k %k
8™ |
& o
510
2 ofleo AA
E 5 o.o
& AI
0 r  —
{\o@ .‘év{g QQO
A\ 0’0
& ©
oF P
i R
&
>

Abbildung 2: Streudiagramm (Mediane + Interquartilsabstand) der ALDH1A3-mRNA-Expression
in den verschiedenen Pankreas-Entitdten. *= p-Wert <0,05; **=p-Wert: <0,01,
***=p- Wert<0.001

Als Positivkontrolle diente die pankreatische Karzinomzelllinie AsPC-1, die als 100% angesetzt
wurde. Deutlich erkennbar wird die starke Varianz der Pankreaskarzinomproben. So ist in
einigen Gewebeproben die ALDH1A3-mRNA-Expression mit bis zu 16% oder 18% recht stark,
wahrend sich in anderen nur eine schwache Expression darstellen lasst. Der Medianwert betragt

8,5% innerhalb eines Bereichs zwischen 4-18%.

Auch bei den Proben der chronischen Pankreatitis zeigt sich eine gewisse Varianz der Ergebnisse,
allerdings ist deutlich erkennbar, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression in den Proben der Entitat
chronische Pankreatitis etwas geringer ausfdllt als in denen des Pankreaskarzinoms. Der

Medianwert betragt 5,75% innerhalb eines Gesamtbereichs zwischen 0,8-11,5%.

Verdeutlicht wird ebenfalls, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression in dem nicht pathologisch
veranderten Pankreasgewebe am geringsten ausfallt, so betrdgt der hochste Wert lediglich 7%.
Insgesamt acht Proben zeigen eine geringere Expression als 3% auf. Der Medianwert liegt bei

1% in einem Bereich von 0-7%.
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Anhand des dargestellten Streudiagramms wird deutlich, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression
im humanen Pankreaskarzinomgewebe einen deutlich hdheren Wert aufweist als in den Proben
der beiden Entitdaten chronischer Pankreatitis und nicht pathologisch verandertes Gewebe. Auch
wenn es sich hier um einen geringen Probenumfang handelt, so wird dennoch anhand der
Ergebnisse bestatigt, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression auch im malignen Gewebe des

Pankreas signifikant erhoht ist.

Aufgrund der starken Varianz der ALDH1A3-mRNA-Expressionslevel der Proben, die der Entitat
des Pankreaskarzinoms zugeordnet wurden, wurden die einzelnen Proben anschliefend anhand
ihrer TNM-Stadien klassifiziert, um eine mogliche Korrelation zwischen diesen und der Starke

der ALDH1A3-Expression zu untersuchen.

Zunachst werden die Daten anhand ihres T-Stadiums gegliedert dargestellt:
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Abbildung 3: Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression in Abhangigkeit zum T-Stadium

Anhand des Streudiagramms wird erkennbar, dass eine erhohte ALDH1A3-mRNA-Expression mit
einer erhohten Ausdehnung (GroRe, Infiltrationstiefe) des Primartumors korreliert, auch wenn
die Differenz insgesamt gering ist, zeigt sich die groBe Streuung der ALDH1A3-Expressionswerte

bei den Proben, die als T3 bzw. T4 klassifiziert wurden.
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AnschlieBend erfolgt die Darstellung der ALDH1A3-mRNA-Expression anhand des N-Stadiums.
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Abbildung 4: Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression in Abhangigkeit zum N-Stadium

Im Gegensatz zum zuvor dargestellten T-Stadium, lasst sich hier keine Korrelation zwischen der
ALDH1A3-mRNA-Expresssionsstarke und der Auspragung des Lymphknotenbefalls erkennen,

auch wenn die Unterschiede insgesamt nur als gering beschrieben werden kénnen.

Ein anderes Ergebnis ergibt sich jedoch wieder, wenn man die Korrelation zwischen der
ALDH1A3-Expression sowie einer stattgehabten Fernmetastasierung untersucht. So zeigt sich im
nachfolgend dargestellten Streudiagramm (Abbildung 5) eine erhohte ALDH1A3-Expression bei

den Proben, die einem M1-Stadium zu geordnet wurden.
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Abbildung 5: Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression in Abhangigkeit zum M-Stadium

Weiterfiihrend wurden alle untersuchten Gewebeproben, unabhangig ihrer Entitdt, anhand des

Alters sowie Geschlechts der Patienten gegliedert.
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Zunachst wird das Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression dargestellt, indem die

Altersverteilung abgebildet wurde. Als Grenzwert wurde das Alter von 55 Jahren festgelegt.
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Abbildung 6: Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression in Abhangigkeit des Alters

Erkennbar wird, dass das zunehmende Alter positiv mit der Starke der ALDH1A3-Expression
korreliert. Insgesamt zeigt sich auch, dass die Mehrheit der untersuchten Proben von Patienten

stammt, die das 55. Lebensjahr bereits liberschritten haben.

Auch bei der Klassifizierung des Geschlechts (Abbildung 7) zeigt sich ein eindeutiges Ergebnis.
So zeigt sich einerseits, dass das mannliche Geschlecht mit einer erhéhten ALDH1A3-Expression
korreliert, auch wenn der Unterschied im Durschnitt zwischen mannlich und weiblich nur gering
ausgepragt ist, andererseits zeigt sich auch, dass die Mehrheit der untersuchten Proben von

mannlichen Patienten stammt.
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Abbildung 7: Streudiagramm der ALDH1A3-mRNA-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts
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4.2 Ergebnisse der pankreatischen Karzinomzelllinien

Nachdem die ALDH1A3-mRNA-Expression in den verschiedenen Entitdten des Pankreasgewebes
untersucht wurde und gezeigt werden konnte, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression im
Pankreaskarzinom am starksten ausgepragt ist, sollte weiterfiihrend die ALDH1A3-mRNA- und
Proteinexpression sowie die Regulation der ALDH1A3 in pankreatischen Karzinomzelllinien

untersucht werden.

4.2.1 ALDH1A3-Expression in pankreatischen Karzinomzelllinien auf RNA-Ebene

Mittels gPCR wurden zunachst die mRNA-Expressionslevel der nachfolgend genannten sechs
Zelllinien untersucht: Capan-1, SU.86.86, BxPC-3, AsPC-1. MIA PaCa-2 und PANC-1. Die

Ergebnisse werden anhand des abgebildeten Diagramms dargestellt.
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Abbildung 8: ALDH1A3-mRNA-Expression in den sechs Zelllinien

Die ALDH1A3-Expression der Zelllinie AsPC-1 wurde hier ebenfalls als 100% angesetzt und die

Expressionslevel der anderen Zelllinien ins Verhaltnis gesetzt.

Verdeutlicht werden die Unterschiede der Expressionslevel zwischen den einzelnen Zelllinien.
Dabei kann folgendes festgestellt werden: Weisen die Zellen, die aus Primartumoren des
Pankreas stammen, wie MIA PaCa-2 und PANC-1, nur geringe ALDH1A3-mRNA-Expressionslevel
auf, so zeigen sich bei Zelllinien, die aus Fernmetastasen etabliert wurden, wie Capan-1,

SU.86.86 und AsPC-1, sehr starke ALDH1A3-Expressionswerte.
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4.2.2 ALDH1A3-Expression in pankreatischen Karzinomzelllinien auf Proteinebene

Nachdem die ALDH1A3-mRNA-Expressionslevel via qPCR in den sechs Zelllinien untersucht
wurden, sollten diese auf Proteinebene Uberprift werden. Dazu wurden die sechs Zelllinien

zusatzlich mittels Western-Blot hinsichtlich ihrer ALDH1A3-Expressionsstdrke untersucht.

Hier wird ein exemplarisch angefertigter Western-Blot dargestellt.
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Abbildung 9: oben: Western-Blot ALDH1A3-Proteinexpression, unten: RB-Actin-Ladekontrolle.
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Abbildung 10: ALDH1A3-Proteinexpression in den sechs Zelllinien.

Durch die dargestellten Banden und das abgebildete Diagramm, in dem die Daten verbildlicht
wurden, wurden die Unterschiede in der ALDH1A3-Proteinexpression zwischen den sechs
Pankreaszelllinien verdeutlicht. Das Expressionslevel der Zelllinie AsPC-1 wurde als 100%

angesetzt und die Werte der anderen Zelllinien ins Verhaltnis gesetzt.
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Die Ergebnisse des Western-Blots bestatigen die der qPCR, da sich insgesamt vergleichbare
Expressionswerte zeigen. Auch hier wird deutlich, dass die Zellen, die aus Primartumoren des
Pankreas stammen, wie MIA PaCa-2 und PANC-1, nur geringe ALDH1A3-Proteinexpressionslevel
aufweisen im Vergleich zu den Zellen, die aus Fernmetastasen etabliert wurden, wie Capan-1,
SU.86.86 und AsPC-1, die starke ALDH1A3-Expressionswerte zeigen. Allerdings zeigt sich bei der
Zelllinie Capan-1 ein deutlicher Unterschied zwischen der ALDH1A3-Proteinexpression und der
ALDH1A3-mRNA-Expression. War die ALDH1A3-mRNA-Expression von den insgesamt sechs
untersuchten Zelllinien bei dieser Zelllinie am starksten ausgepragt, so stellt sich auf

Proteinebene eine deutlich geringere ALDH1A3-Expression dar.

Somit wurden aufgrund der starksten Proteinexpressionswerte schlieRlich die folgenden drei
Zelllinien ausgewahlt, um Einfliisse auf die Regulation der ALDH1A3-Expression untersuchen zu
konnen: AsPC-1, BxPC-3 und SU.86.86. Nachfolgend wurde untersucht, ob eine erfolgreiche

Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression mittels spezifischer siRNA erfolgen kann.

4.3 Regulation der ALDH1A3-Expression in pankreatischen Karzinomzelllinien

4.3.1 ALDH1A3-Regulation durch transiente Transfektion auf RNA-Ebene

Nachdem anhand ihrer ALDH1A3-Expressionsstarke drei Zelllinien ausgewahlt wurden, sollte im
Anschluss der Versuch der siRNA Transfektion erfolgen. Durch diese sollte die Regulation der
ALDH1A3-Expression Uberprift werden. Nachfolgend werden die Ergebnisse der transienten

siRNA Transfektion auf RNA-Ebene dargestellt.

Zunachst werden die Ergebnisse der Zelllinie BxPC-3 dargestellt. Von den insgesamt drei
verwendeten Zelllinien zeigt sich bei dieser die starkste bzw. deutlichste Herunterregulierung
der ALDH1A3-Expression mittels siRNA Transfektion. Nach insgesamt dreimaliger
Versuchsdurchfiihrung ergibt sich ein Mittelwert von 38%, allerdings mit vergleichbar hoher
Standardabweichung. Es erfolgte also eine erfolgreiche Herunterregulierung um 62% im

Vergleich zur siRNA CoA.
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Abbildung 11: ALDH1A3-mRNA-Expression nach siRNA Transfektion. *=p-Wert: <0,05.

Bei der Zelllinie AsPC-1 zeigte sich nach der siRNA Transfektion nach 72h ebenfalls eine

erkennbare Herunterregulierung, jedoch wurde die Reduktion der ALDH1A3-Expression nicht so

deutlich, wie bei den anderen drei Zelllinien. Mit einer ALDH1A3-Expression von 75% bei

niedriger Standardabweichung erkennt man eine erfolgreiche Expressionsminderung um 25%

im Vergleich zur siRNA CoA.
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Abbildung 12: ALDH1A3-mRNA-Expression nach siRNA Transfektion. *=p-Wert: <0,05.
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Auch bei der Zelllinie SU.86.86 konnte eine erkennbare Herunterregulierung induziert werden,

wie im nachfolgenden Diagramm dargestellt.
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Abbildung 13: ALDH1A3-mRNA-Expression der Zelllinie SU.86.86 nach siRNA Transfektion.
*=p- Wert<0,05

Insgesamt zeigt sich nach erfolgter siRNA Transfektion ein Mittelwert der RNA-Expression von

55%, also eine erfolgreiche Herunterregulierung um 45%.

4.3.2 ALDH1A3-Regulation durch transiente siRNA Transfektion auf Proteinebene

Im Anschluss an die erfolgreiche Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression auf RNA-Ebene,

wurde ebenfalls der Versuch der siRNA bedingten Regulierung auf Proteinebene unternommen.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der transienten siRNA Transfektion auf Proteinebene in
Form von Western-Blots sowie Sdulendiagrammen dargestellt. Bei allen Proben wurde jeweils
die gleiche Menge an Protein sowie die gleiche Antikérperverdiinnung verwendet. Es werden

ebenfalls reprasentative Western-Blots dargestellt, zunachst die Daten der Zelllinie BxPC-3.
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Abbildung 14: Western-Blot, oben: Antikérper ALDH1A3, unten Ladekontrolle RB-Actin.

Die ermittelten Werte werden in folgendem Diagramm dargestellt und erortert.
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Abbildung 15: ALDH1A3-Proteinexpression nach siRNA Transfektion. *= p-Wert: <0,05.

Im Vergleich zu der spezifischen siRNA-Kontrolle zeigt sich eine deutliche Herunterregulierung
der ALDH1A3-Expression mit Hilfe der siRNA auf etwa 29% bei der Zelllinie BxPC-3. Somit kann
eine erfolgreiche Regulation induziert werden. Der Wildtyp zeigt die Zellen, die wahrend des
Versuchs nur in reinem Medium inkubiert wurden. Nach insgesamt dreimaliger Durchfiihrung

des Versuchs ist zusatzlich die Standardabweichung dargestellt.
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Nachfolgend werden die Ergebnisse der Zelllinie AsPC-1 hinsichtlich der Wirkungen der siRNA

Transfektion auf die ALDH1A3-Proteinexpression dargestellt.
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Abbildung 16: Western-Blot, oben: Antikérper ALDH1A3, unten Ladekontrolle R-Actin.
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Abbildung 17: ALDH1A3-Proteinexpression der Zelllinie AsPC-1 nach siRNA Transfektion.
*= p- Wert: <0,05

Auch hier zeigt sich ein dhnliches Ergebnis. Deutlich erkennbar wird eine Herunterregulierung
der ALDH1A3-Expression mittels siRNA auf 55% im Vergleich zur Kontrolle siRNA CoA, die als
100% angesetzt wurde. Ebenfalls abgebildet ist die Standardabweichung, die sich durch die

Mittelwertbildung bei insgesamt drei Versuchsdurchfiihrungen ergibt.
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Als dritte und letzte Zelllinie dient SU.86.86, die im unbehandelten Zustand den starksten Wert
der ALDH1A3-Proteinexpression zeigte. Der Einfluss der Transfektion wird in der nachfolgenden

Abbildung dargestellt.
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Abbildung 18: Western-Blot, Zelllinie SU86.86, oben: ALDH1A3, unten Ladekontrolle R-Actin.
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Abbildung 19: ALDH1A3-Proteinexpression in % nach siRNA Transfektion. *= p-Wert <0,05.

Deutlich wird ebenfalls eine erfolgreiche Herunterregulierung der ALDH1A3-Proteinexpression
mittels transienter siRNA Transfektion, allerdings zeigt sich im Vergleich der drei Zelllinien die
geringste Reduktion der Proteinexpression. Nach dreimaliger Durchfiihrung lasst sich ein
Mittelwert von 69% bilden, sodass ebenfalls eine erfolgreiche Herunterregulation um 31%

dargestellt werden kann im Vergleich zu der mit 100% angesetzten Kontrolle.
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4.3.3 Einfluss der transienten ALDH1A3-Herunterregulierung mittels siRNA auf die

Zellproliferation

Der Einfluss der transienten Transfektion mittels siRNA auf die Proliferation und Lebensfahigkeit
der drei o.g. Pankreaskarzinomzelllinien wurde mittels eines MTT Assays bestimmt. Dabei
konnte innerhalb eines Zeitraums von 72h ein insgesamt proliferationshemmender Effekt der
siRNA-vermittelten ALDH1A3-Herunterregulierung auf alle drei Zelllinien, BxPC-3, AsPC-1 und
SU.86.86, festgestellt werden, wenn auch in unterschiedlich starker Auspragung. Im Folgenden
werden die einzelnen Ergebnisse der jeweiligen Zelllinie grafisch mittels Sdulendiagramm
dargestellt, um die Unterschiede zwischen siRNA Transfektanten und spezifischer Kontrolle zu

verdeutlichen.

Bei der Zelllinie BxPC-3 zeigt sich zwar ein Unterschied und damit eine geringere Proliferation
nach siRNA Transfektion, allerdings ist dieser im Vergleich zu den beiden anderen getesteten
Zelllinien am geringsten. Bei insgesamt drei Versuchsdurchfiihrungen ergab sich ein
OD- Mittelwert von 1,019 (88% bezogen auf die spezifische Kontrolle) an proliferierenden Zellen
nach transienter siRNA Transfektion und von 1,163 (als 100% angesetzt) bei der spezifischen
Kontrolle. Damit konnte eine messbar geringere Proliferation um etwa 12% nach siRNA

Transfektion verdeutlicht werden.
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Abbildung 20: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie BxPC-3 nach siRNA-induzierter
Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression. *= p-Wert <0,05.

Ein deutlicheres Ergebnis wird bei der Zelllinie AsPC-1 erkennbar. Hier lasst sich nach transienter
Transfektion ein OD-Wert von 0,404 an proliferierenden Zellen messen, bei der spezifischen
Kontrolle zeigt sich ein OD-Wert von 0,808 und damit eine um 50% hoéhere Proliferation als bei

den siRNA Transfektanten.
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Abbildung 21: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie AsPC-1 nach siRNA-induzierter
Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression. *= p-Wert <0,05.

Bei der dritten und letzten Zelllinie SU.86.86 zeigt sich ebenfalls ein proliferationshemmender
Effekt des ALDH1A3 Knock Downs. So ergab die Behandlung der Zellen mit der spezifischen
siRNA einen OD-Wert von 0,5622 (58% bezogen auf die spezifische Kontrolle) an
proliferierenden Zellen, wahrend der OD-Wert der spezifischen Kontrolle bei etwa 0,9669 (als

100% angesetzt) lag und damit eine um 42% hohere Proliferation anzeigt.
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Abbildung 22: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie SU.86.86 nach siRNA-induzierter
Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression. *= p-Wert <0,05.
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4.3.4 ALDH1A3-Regulation durch Behandlung mittels Chemotherapie auf RNA-Ebene

Nach der erfolgreichen Herunterregulierung der ALDH1A3-mRNA-Expression mittels
siRNA Transfektion wurde nachfolgend ermittelt, inwiefern sich die Behandlung mit
leitliniengerechter Chemotherapie auf die Expression auswirkt. Auch hier wurden die drei o.g.
Zelllinien untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zelllinien, abgebildet werden
jeweils die Mittelwerte nach dreimaliger Durchfihrung sowie die jeweilige
Standardabweichung, in grafischer Form dargestellt. Die RNA wurde jeweils nach 24h isoliert
und nach entsprechender Vermessung und cDNA-Synthese wurde die Auswirkung der

Chemotherapie auf die ALDH1A3-Expression mittels Real-Time-PCR lberpruift.

Bei der Zelllinie BxPC-3 zeigt sich nach 24 Stunden eine signifikant erniedrigte
ALDH1A3- Expression bei den mit Chemotherapie behandelten Zellen. Im Vergleich zu der
Wildtyp-Kontrolle, also Zellen, die mit reinem Leermedium behandelt wurden und als 100%

angerechnet wurden, zeigt sich eine Expression von 69%, eine um etwa 31% geringer Expression.
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Abbildung 23: ALDH1A3-mRNA-Expression der Zelllinie BxPC-3 nach Applikation der
Chemotherapie. *= p- Wert <0,05.

Auch bei der zweiten Zelllinie, AsPC-1, zeigt sich eine Herunterregulierung durch die Behandlung
mit der Chemotherapie, diese fillt aber im Vergleich zu den zwei anderen Zelllinien, deutlich

geringer aus. So liegt die ALDH1A3-Expression nach Chemotherapie-Behandlung bei etwa 82%.
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Abbildung 24: ALDH1A3-mRNA-Expression der Zelllinie AsPC-1 nach Applikation der
Chemotherapie. *= p- Wert <0,05.
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Ein dahnliches Ergebnis wie das bei den BxPC-3-Zellen, konnte mit der Zelllinie SU.86.86 erzeugt
werden. Hier zeigt sich eine Expressionsminderung um 37% im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle,

also ein Wert von 63%, die Wildtyp-Kontrolle wurde ebenfalls auf 100% gesetzt.
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Abbildung 25: ALDH1A3-mRNA-Expression der Zelllinie SU.86.86 nach Applikation der
Chemotherapie. *= p- Wert <0,05.

=
N
o

[
8
—i%

o]
o

mRNA-Expressionin%

50



4.3.5 Einfluss der Chemotherapie auf die Zellproliferation

Im Anschluss an die Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression durch die Behandlung mit
leitliniengerechter Chemotherapie (in den folgenden Dosierungen: Abraxane 125 mg/ 10.000
cm?; Gemcitabin 1000 mg/ 10.000 cm?) wurde ebenfalls noch der Einfluss dieser Medikamente
auf die Zellproliferation untersucht. Gemessen wurde erneut nach 24h, entsprechend des
Versuchs der Auswirkungen auf die ALDH1A3-Expression. Untersucht wurde, ob eine
Chemotherapie induzierte ALDH1A3-Herunterregulierung mit erniedrigten Proliferationsraten
der drei untersuchten Zelllinien korreliert. Im Folgenden werden die jeweiligen grafischen
Darstellungen der Mittelwerte (Behandlung sowie Positivkontrolle) nach insgesamt dreimaliger

Versuchsdurchfiihrung gezeigt.

Bei der Zelllinie BxPC-3 zeigt sich ein eindeutiges Ergebnis, welches den Erwartungen entspricht
und eine deutlich geringere Proliferation nach einer Behandlung mit der Chemotherapie
nachweist. So liegt der OD-Wert der Kontrolle bei 2,026 (als 100% angesetzt), der der
behandelten Probe nur bei 1,515 (75% bezogen auf die spezifische Kontrolle) und damit

entspricht dies etwa einer 25% geringeren Proliferation.
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Abbildung 26: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie BxPC-3 nach Applikation der
Chemotherapie. *= p-Wert <0,05.

Auch bei der Zelllinie AsPC-1 zeigt sich ein ahnliches Bild mit nahezu gleichen Zahlenwerten. So
ergibt sich erneut ein hemmender Effekt auf die Zellproliferation bei einem OD-Wert von 1,524,

wahrend die unbehandelten Zellen einen OD-Wert von 2,039 aufweisen.
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Abbildung 27: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie AsPC-1 nach Applikation der Chemotherapie.
*= p- Wert< 0,05.

Ein anderes Ergebnis liegt nach dreimaliger Versuchsdurchfiihrung bei der Zelllinie SU.86.86 vor.
Hier zeigt sich nach einer Zeit von 24h eine héhere Proliferation nach Behandlung mit der
Chemotherapie im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. So liegt der OD-Wert der
behandelten Zellen bei 1,304 und damit um fast 20% hoher als der OD-Wert der unbehandelten

Zellen, der bei 1,091 liegt. Interessant ware hier zu prifen, wie sich die Werte zu einem spateren

Zeitpunkt entwickeln.
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Abbildung 28: MTT Assay: Proliferation der Zelllinie SU.86.86 nach Applikation der
Chemotherapie. *= p-Wert < 0,05.
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5. Diskussion

5.1 ALDH1A3-Expression in humanem Pankreasgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die ALDH1A3-Expression in
malignen Pankreasgewebeproben im Vergleich zu chronischer Pankreatitis sowie dem nicht
pathologisch verdnderten Gewebe signifikant erhoht ist (Abbildung 2). Unsere Ergebnisse
bestdtigen die Daten, die Jia et al. (2013) generiert haben. Dabei wurden die
ALDH1A3- Expressionslevel von insgesamt 20 Gewebeproben via RT-qPCR untersucht, wovon
10 Proben aus Normalgewebe und 10 Proben aus Tumorgewebe etabliert wurden. Auch da
zeigte sich, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression durchschnittlich 1,9-fach héher war in dem
vom Pankreaskarzinom abgeleiteten Gewebe im Vergleich zum Normalgewebe. Drei der
insgesamt 10 untersuchten Tumorgewebeproben hatten sogar 3-fach erhohte Expressionslevel
im Vergleich zu dem Durchschnittswert der ALDH1A3-mRNA-Expression in dem von ihnen

untersuchten Normalgewebe (Jia et al. 2013).

Auch bei Karzinomen anderer Organe fielen bereits erhéhte ALDH1A3-Expressionen auf. So
konnten u.a. bei Gewebeproben des Mammakarzinoms (Ali et al. 2011; Marcato et al. 2011b)
erhohte ALDH1A3-Expressionslevel gemessen werden wie auch bei Proben des
Ovarialkarzinoms, wahrend das entsprechende Normal- bzw. nicht pathologisch verdnderte
Gewebe eine geringere Auspragung der Expression vermuten lieR (Saw et al. 2012). Anderseits
zeigten sich jedoch auch widerspriichliche Ergebnisse, da u.a. bei Untersuchungen an nicht-
muskelinvasivem Harnblasenkarzinomgewebe das im Vergleich mit untersuchte Normalgewebe
hohe ALDH1A3-Expressionslevel aufwies, wahrend im Karzinomgewebe ALDH1A3 nur gering

exprimiert war (Kim et al. 2013).

Aufgrund der Aufteilung der einzelnen Pankreaskarzinom-Gewebeproben in die
entsprechenden TNM-Stadien, lassen sich anhand unserer Daten Aussagen bezliglich der
Korrelation zwischen der Starke der ALDH1A3-Expression sowie der Auspragung des
TNM- Stadiums treffen. Wie in Abb. 3 dargestellt, konnten erhohte ALDH1A3-Expressionswerte
bei Pankreaskarzinom-Proben, die einemT3/T4-Stadium zugeordnet wurden, gemessen werden
im Vergleich zu Proben, die einem T1/T2-Stadium entsprechen, auch wenn der Unterschied
gering ist. Wahrend sich diese Aussage nicht auf das N-Stadium Ubertragen lasst, da die
ALDH1A3-Expression durchschnittlich etwas starker ausgepragt war, bei Proben, die einem
NO- Stadium entsprechen als bei Proben, die einem N1-Stadium zugeordnet wurden (Abb. 4), so
lasst sich wiederum ein interessantes Ergebnis hinsichtlich der Korrelation zwischen dem

M1- Stadium sowie der ALDH1A3-Expression erkennen (Abbildung 5). Zeigten die Proben, die
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einem MO-Stadium entsprechen eine durchschnittliche ALDH1A3-Expression von 7,8%, so ergab
sich bei den Proben, die einem M1-Stadium zugeordnet wurden, eine durchschnittliche
ALDH1A3- Expression von 11,3%. Somit lasst sich anhand dieser Ergebnisse vermuten, dass die

Hohe der ALDH1A3-Expression positiv mit einem hoheren M-Stadium assoziiert ist.

Unsere Ergebnisse decken sich mit Daten, die Rasheed et al. (2010) generierten, die u.a. die
ALDH- Expressionen in Adenokarzinomen des Pankreas mittels Immunhistochemie in operativ
entfernten Primartumoren von insgesamt 269 Patienten untersuchten, um Unterschiede
zwischen ALDH-positiven und ALDH-negativen Proben zu untersuchen. Insgesamt konnte
anhand einer Kaplan-Meier-Analyse dargestellt werden, dass die Patienten, die einen
ALDH- positiven Pankreastumor hatten, lediglich ein mittleres Uberleben von 14 Monaten
erreichten, im Vergleich zu 18 Monaten bei Patienten, deren Primartumor ALDH-negativ war.
Weiterfihrend Uberpriift wurden daraufhin mogliche Assoziationen zwischen ALDH-positiven
Tumoren sowie Pradiktoren einer schlechten Prognose von Pankreaskarzinomen bzgl. des
Gesamtiiberlebens. Dabei wurde entdeckt, dass die Tumoren, die eine positive ALDH-Expression
aufwiesen, statistisch signifikant mit einer TumorgrofRe von >3 cm korrelieren, dhnlich unserem
Ergebnis, der Korrelation einer erhéhten ALDH1A3-Expression mit einem erhdhten T-Stadium

(Abbildung 3).

Da Rasheed et al. (2010) davon ausgingen, dass u.a. die Entwicklung von Fernmetastasen eine
Ursache einer schlechteren Prognose darstellt und daher den mdglichen Einfluss der
ALDH- Expression darauf {berpriifen wollten, analysierten sie weiterfiihrend die
Expressionslevel mittels Immunhistochemie in Primartumoren des Pankreas von insgesamt acht
Patienten sowie in den von diesen abgeleiteten Fernmetastasen. Dabei stellte sich heraus, dass
in den Primdrtumoren von sechs dieser insgesamt acht Patienten keine ALDH-Expression
gemessen werden konnte, jedoch bei vier dieser sechs Primdrtumoren in den zugehoérigen
Fernmetastasen, die in Lunge und Leber lokalisiert waren, ALDH-positive Zellen vorhanden
waren. Bei den zwei Primartumoren, die ALDH-positiv waren, waren alle davon abgeleiteten
Metastasen ALDH-positiv (lokalisiert in periaortalen Lymphknoten, Leber, Niere) (Rasheed et al.
2010). Diese Arbeit bestatigt die Ergebnisse, da auch in dieser Arbeit eine Korrelation zwischen
der ALDH1A3-Expressionsstarke und einem M1-Stadium festgestellt werden konnte (Abb. 5),
wodurch vermutet werden kann, dass die ALDH1A3 an der Entwicklung von Fernmetastasen

beteiligt sein kann.

Insgesamt werden diese Vermutungen durch weitere Ergebnisse von Untersuchungen, bei

denen die ALDH1A3-Expression ebenfalls in Bezug auf die Prognose einer Krebserkrankung
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Uberpriift wurde, bestirkt. Kong et al. (2016) zeigten, dass das mittlere Uberleben von Patienten
mit einem Pankreaskarzinom, welches eine hohe ALDH1A3-Expression aufwies, nur
14,0 Monate betrug, wdhrend das von jenen Patienten mit einem Karzinom mit einer
geringgradigen oder gar keiner ALDH1A3-Expression bei 22,8 Monaten lag. Auch sei die Inzidenz
der Lymphknoten-Metastasen in der Gruppe mit starken ALDH1A3-Expressionslevel deutlich
erhoht im Vergleich zu der geringgradig exprimierten ALDH1A3-Gruppe (Kong et al. 2016).
Letzteres konnte anhand unserer Untersuchungen nicht bestatigt werden, da unsere Ergebnisse
keine positive Korrelation zwischen der Starke der ALDH1A3-mRNA-Expression und dem
Ausmal einer Lymphknotenmetastasierung (s. Abbildung 4) zeigen, jedoch wurde wie oben
bereits beschrieben, durch unsere Untersuchungen bestatigt, dass moglicherweise eine

Fernmetastasierung (Abbildung 5) mit der Auspragung der ALDH1A3-Expression assoziiert ist.

Ahnliches lieR sich auch bei Untersuchungen an Mammakarzinomen erkennen. Marcato et al.
(2011b) untersuchten mittels Immunhistochemie die Expression mehrerer ALDH-Isoformen,
darunter ebenfalls ALDH1A3. Dabei zeigte sich, dass die ALDH1A3-Expression im
Mammakarzinom der beste Pradiktor einer aggressiveren Erkrankung war, da die Hohe der
Expression positiv mit dem Tumorgrad, der Fernmetastasierung sowie einem fortgeschrittenen
Stadium korreliert (Marcato et al. 2015). Es gibt jedoch auch Untersuchungen bzw. Ergebnisse,
die diesen Aussagen nicht entsprechen und sogar das Gegenteil ergaben. So wurde anhand von
Untersuchungen an NSCLC-Gewebe herausgefunden, dass eine hohe ALDH1A3-Expression zwar
mit einem besseren Gesamtiiberleben assoziiert ist, allerdings nicht mit rezidivfreiem Uberleben
(Shao et al. 2014). Somit kénnten hier organspezifische Unterschiede ursachlich sein, dennoch
scheint mehrheitlich, eine erhohte ALDH1A3-Expression bei malignen Entitdten vorzuliegen
bzw. mit einer schlechteren Prognose zu korrelieren, welches somit auf einen mdglichen
direkten Zusammenhang zwischen der Starke der ALDH1A3-Expression und des

Malignitatsgrades hinweisen kdnnte.

Das Streudiagramm, das unsere Ergebnisse der ALDH1A3-mRNA-Expressionslevel aller drei
Entitdten darstellt, zeigt eindeutig, dass die ALDH1A3-Expression am starksten in den
Pankreaskarzinomproben ausgepragt ist. Trotz des eher geringen Probenumfangs von
insgesamt 40 untersuchten Gewebeproben, ldsst sich dennoch dieses klare Ergebnis erkennen.
Es bestatigt einerseits bisherige Untersuchungen am Pankreaskarzinom bzw. an Karzinomen
anderen Organursprungs und zeigt andererseits auf, wie bedeutend es sein kann, in weiteren
zuklnftigen Studien detaillierte Untersuchungen bezlglich der Funktion und Bedeutung der

ALDH1A3 vorzunehmen.
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5.2 ALDH1A3-Expression in pankreatischen Karzinomzelllinien

Von den insgesamt sechs untersuchten pankreatischen Karzinomzelllinien, zeigten vier
Zelllinien, AsPC-1, BxPC-3, Capan-1 und SU.86.86, eine starke ALDH1A3-Expression, wahrend die
anderen beiden, MIA-PaCa-2 sowie PANC-1, nur geringe Expressionslevel aufwiesen. Drei der
vier Zelllinien, bei denen eine starke ALDH1A3-Expression nachgewiesen wurde, wurden aus
Metastasen eines Pankreaskarzinoms etabliert, wahrend die Zellen, die nur geringe
Expressionen aufzeigten, aus Primdrtumoren etabliert wurden. Diese Ergebnisse kénnten darauf
hindeuten, dass Zellen mit einem hohen metastasierenden Potential, starkere
ALDH1A3- Expressionswerte aufweisen im Vergleich zu Zellen, die aus Primartumoren des
Pankreas entstammen. Obwohl bei der Zelllinie BxPC-3 starke ALDH1A3-Expressionwerte
nachgewiesen werden konnten, entstammt diese keiner Metastase, sondern einem
Primartumor. Moglicherweise deutet dieses daraufhin, dass auch diese Zellen trotz des
Ursprungs aus einem duktalen Adenokarzinoms ein starkes metastasierendes Potential

aufweisen.

Unsere Ergebnisse sind mit Daten vereinbar, die Jia et al. (2013) veroffentlichten, die insgesamt
13 Zelllinien hinsichtlich ihrer ALDH1A3-mRNA-Expression untersuchten, wobei 12 von ihnen
pankreatische Karzinomzelllinien darstellten und eine Zelllinie aus nicht pathologisch
verandertem Pankreasgewebe abgeleitet wurde. Auch da zeigten sich starke
ALDH1A3- Expressionswerte bei den vier oben genannten Zelllinien, wahrend die MIA-PaCa-2-
und PANC-1-Zellen nur geringere Expressionslevel aufwiesen. Insgesamt konnte nachgewiesen
werden, dass die ALDH1A3-Expression durchschnittlich 1,3fach hoher ist bei den pankreatischen
Karzinomzelllinien im Vergleich zu der aus normalem Pankreasgewebe etablierten Zelllinie (Jia

et al. 2013).

Allerdings gibt es auch widersprichliche Ergebnisse bezliglich der ALDH1A3-Expression. Konnte
im Rahmen dieser Arbeit eine starke ALDH1A3-Expression der Zelllinie Capan-1 nachgewiesen
werden (s. Abbildungen 8 und 10), so ergaben andere Untersuchungen an dieser Zelllinie geringe
ALDH1A3-Expressionslevel (Kong et al. 2016). U.a. konnte dieses auf untersucherabhangige
Einflussfaktoren hindeuten, bzw. auf moglicherweise herstellerabhdngige Unterschiede der

benutzten Materialien und Antikérpern zuriickzufiihren sein.

Dass auch in Karzinomzelllinien anderer Organe erhéhte ALDH1A3-Expressionslevel auffallen,
zeigen bisherige Ergebnisse. So wurde in frilheren Untersuchungen entdeckt, dass Unterschiede
zwischen einigen Zelllinien, u.a. von Kolon- (Golubovskaya et al. 2015; Vasiliou et al. 2004),

Mamma- (Marcato et al. 2011b) und Schilddriisenkarzinomen (Golubovskaya et al. 2015)
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hinsichtlich ihrer ALDH1A3-Expressionstarke existieren. Golubovskaya et al. (2015) zeigten, dass
in der Kolonkarzinomzelllinie LoVo-1 eine Hochregulierung der ALDH1A3-mRNA-Expression
nachgewiesen wurde, im Vergleich zur der Zelllinie SW620, die ebenfalls aus einem
Kolonkarzinom etabliert wurde. Auch bei Schilddriisenkarzinomzellen konnten Unterschiede
festgestellt werden. So liel sich bei der Zelllinie K1 eine erhohte ALDH1A3-Expression, sowohl
auf Protein- als auch auf RNA-Ebene darstellen, im Gegensatz zu den Zelllinien BCPAP und TPC1,
die deutlich geringere Expressionslevel aufweisen (Golubovskaya et al. 2015). Vermutet man
hier zunachst ebenfalls Zusammenhange der Expressionsstarke und dem Ursprung der Zellen,
Primadrtumor oder Metastase, wie bei unseren Ergebnissen an pankreatischen
Karzinomzelllinien, so zeigen sich keine eindeutigen Hinweise darauf. So wurden die LoVo-Zellen
aus dem Gewebe einer Tumormetastase in der linken supraklavikuldren Region eines
Adenokarzinom des Kolons abgeleitet (Igcstandards-atcc.org/products/all/CCL-
229.aspx?geo_country=de), wahrend die SW620-Zellen aus einer Lymphknotenmetastase eines
kolorektalen Adenokarzinoms etabliert wurden (lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-
227.aspx?geo_country=de). Beide Zelllinien weisen demnach ein hohes metastasierendes

Potential auf, trotz der deutlichen Unterschiede hinsichtlich ihrer ALDH1A3-Expressionsstarke.

Betrachtet man die Schilddriisenzellen, so ergeben sich nochmals unterschiedliche Aspekte.
Denn sowohl die Zelllinie K1 wurde aus einem primdren papillaren Schilddriisenkarzinom
(sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cb_92030501?lang=de&region=DE) etabliert, wie
auch die TPC-1-Zellen (sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/scc147?lang=de&region=DE).

Auch bei Mammakarzinomzellen zeigen sich keine eindeutigen Hinweise auf eine Korrelation
zwischen der Starke der ALDH1A3-mRNA-Expression und dem Ursprung der Zellen. Marcato et
al. (2011b) untersuchten u.a. die ALDH1A3-mRNA-Expression in sieben unterschiedlichen
Mammakarzinom-Zelllinien, wobei v.a. die Zelllinie MDA-MB-468 eine besonders starke
ALDH1A3-Expression zeigte, wahrend z.B. die Zelllinien MCF7 sowie MDA-MB-231 nur geringe
Expressionslevel aufwiesen. Dabei wurden alle drei Zelllinien aus dem malignen Pleuraerguss
eines Adenokarzinoms der Mamma etabliert (lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-
132.aspx?geo_country=de; lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-22.aspx?geo_country=de;

Igcstandards-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx?geo_country=de).

Moglicherweise gilt die Korrelation zwischen hoher ALDH1A3-Expression und erhohtem
metastasierenden Potential nur flir pankreatische Karzinomzelllinien, auch wenn der Umfang

der Uberpriften Karzinomzellen zu gering ist, um eindeutige Aussagen treffen zu kénnen.
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Die Erkenntnis, dass die Aldehyd-Dehydrogenasen einen bedeutenden Stellenwert in samtlichen
metabolischen Vorgangen einnehmen und bei vielen Differenzierungsschritten mitwirken (Duan
et al. 2016) sowie der Nachweis der erhéhten Expression sowohl im Pankreaskarzinomgewebe
wie auch in einigen pankreatischen Karzinomzelllinien, kann jedenfalls die Bedeutsamkeit dieser

Enzymgruppe bei malignen Prozessen vermuten lassen.

5.3 Auswirkung der Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression auf die Zellproliferation

Wie beschrieben, sind bereits mehrere Mechanismen bekannt, die auf die Regulation der
ALDH1A3-Expression Einfluss nehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst der Versuch
der Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression mittels spezifischer siRNA unternommen. Im
Anschluss wurde untersucht, ob die erfolgreiche Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression
Auswirkungen auf die Proliferation der untersuchten Zellen hat. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Expressionsminderung in allen drei Zelllinien einen signifikant
proliferationshemmenden Effekt zeigte. Somit lassen unsere Untersuchungen vermuten, dass
die ALDH1A3 Einfluss auf den Zellzyklus sowie Zellmetabolismus bzw. das Wachstum nimmt,
welches vereinbar ist mit bisherigen Daten, die ebenfalls dartiber berichteten, dass die ALDH1A3
moglicherweise sowohl mit Apoptose sowie Zellzyklus assoziiert ist (Duan et al. 2016; Vassalli

2019).

Unsere Ergebnisse decken sich mit den Daten, die Mao et al. (2013) generierten, die insgesamt
40 operativ entnommene Proben hochgradiger Gliome von Patienten sammelten und daraufhin
19 Tumorkulturen etablierten, die von hochgradigen Gliomen abgeleitet wurden. Identifiziert
und charakterisiert wurden dabei zwei unterschiedliche Subtypen neuronaler Stammzellen:
proneuronale (PN) und mesenchymale (Mes) Glioma Stem Cells (GSCs). Unter anderem wurden
die ALDH-mRNA-Expressionslevel mittels qRT-PCR in PN GSCs sowie Mes GSCs untersucht,
wobei herausgefunden wurde, dass die ALDH1A3-Expression in Mes GSCs etwa 150-fach erhéht
ist im Vergleich zu den PN GSCs. Interessanterweise konnte in einer nachfolgenden Analyse, in
der alle 19 Subtypen der ALDH-Familie bzgl. ihrer Expressionswerte in PN GSCs sowie Mes GSCs
untersucht wurden, festgestellt werden, dass die ALDH1A3 als einziger Subtyp der ALDH-Familie
in Mes GSCs Uberexprimiert war im Vergleich zu PN GSCs, was die die besondere Stellung der
ALDH1A3 hervorhebt. Weiterfilhrend wurde u.a. zusatzlich untersucht, inwiefern sich ein
ALDH1A3 Knockdown auf die in-vitro Proliferation von drei PN GSCs sowie drei Mes GSCs
auswirkte. Dabei zeigte sich, dass das Wachstum der Mes GSCs durch shRNA vermittelten

ALDH1A3 Knockdown signifikant reduziert werden konnte im Vergleich zu dem der PN GSCs,
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wodurch die Vermutung generiert wurde, dass die ALDH1A3 fiir das Wachstum der Mes GSCs
erforderlich ist, allerdings nicht fiir das Wachstum der PN GSCs (Mao et al. 2013).

Dieses Ergebnis, das reduzierte Wachstum der Mes GSCs nach einem ALDH1A3 Knockdown,
zeigt demnach deutliche Parallelen zu unseren Ergebnissen auf, die ebenfalls einen signifikant
proliferationshemmenden Effekt der siRNA vermittelten ALDH1A3-Herunterregulierung auf die
pankreatischen Karzinomzelllinien AsPC-1, BxPC-3 und SU.86.86 zeigten und bekraftigt die
besondere Stellung der ALDH1A3 beziglich ihrer essenziellen Funktion in Zellzyklus und
Metabolismus der Zellen. Interessant ware, in weiteren Untersuchungen naher zu prifen,
wodurch die Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen bedingt sind, wie bspw. das reduzierte

Wachstum nach ALDH1A3 Knockdown bei Mes GSCs, jedoch nicht bei PN GSCs

Ergdnzend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit ebenfalls Ahnlichkeiten mit anderen
Untersuchungen auf, die an Kolonkarzinomzellen durchgefiihrt wurden. Kozovska et al. (2018)
untersuchten zunachst in mehreren Zelllinien die Expression verschiedener ALDH-Isoformen
mittels Western-Blot sowie gPCR, wobei eine hohe ALDH1A3-Expression in der Zelllinie HCT-116
festgestellt wurde. Im Anschluss wurde mittels siRNA der Versuch der ALDH1A3-
Herunterregulierung unternommen und anschlieBend der Effekt dieser auf eine mogliche
Anderung der Sensitivitit gegeniiber einer Behandlung mit Chemotherapie getestet. Dabei
konnte gezeigt werden, dass eine ALDH1A3-Herunterregulierung der Zelllinie HCT-116 zu einer
erhoéhten Sensitivitat (1,3fach hoher) der Zellen gegeniiber einer Therapie mit 5-FU fiihrte.
Zudem zeigte sich nach Herunterregulierung der ALDH1A3 mittels spezifischer siRNA anhand
eines Apoptose-Nachweises via Annexin V, eine erhohte Anzahl an apoptotischen Zellen bei der
Behandlung mit 5-FU (Kozovska et al. 2018). Diese Daten sind demnach unseren Ergebnissen
bzgl. pankreatischer Karzinomzellen &dhnlich, da sich auch bei unseren Zellen nach der
Herunterregulierung der ALDH1A3-Expression ein proliferationshemmender Effekt via MTT
Assay nachweisen lieR. Weitere Untersuchungen an pankreatischen Karzinomzellen bzgl. der
Fragestellung, ob auch dort eine ALDH1A3-Expressionsminderung zu einer erhdhten Sensitivitat
gegeniber einer Chemotherapie flihre bzw. sich die Anzahl der Apoptosen erhéht, kénnten

Bestandteil zuklnftiger Forschung sein und interessante Aspekte liefern.

Auch die Behandlung der Zellen mit leitliniengerechter Chemotherapie zeigte Auswirkungen auf
die ALDH1A3-Expression und flhrte zu einer Verminderung der Expression (Abb.23-25). Dieses
konnte moglicherweise dadurch bedingt sein, dass die Chemotherapie Einfluss auf samtliche
zelluldre physiologische Prozesse wie Zellproliferation (Abb.26/27) und Apoptose nimmt und

daher indirekt Auswirkungen auf die ALDH1A3-Expressionslevel hat.
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Wie bereits beschrieben, zeigten sich Unterschiede bei den Ergebnissen der MTT Assays
zwischen der Behandlung der Zellen mit leitliniengerechter Chemo sowie der Transfektion
mittels spezifischer siRNA. So zeigten sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der Auswirkungen
beider auf die Proliferation (s. S. 48, 52). Unter anderem kdnnten zunachst die unterschiedlichen
Inkubationszeiten ursachlich sein. So wurde der MTT Assay nach der siRNA Transfektion nach
einem Zeitraum von 72h angefertigt, wahrend der nach der Behandlung mit Chemotherapie

nach nur 24h erfolgte.

Zudem konnten ebenfalls die unterschiedlichen Urspriinge der Zelllinien, Primartumor oder

Metastase, die Ursache darstellen.

5.4 ALDH1A3-Stellenwert als moéglicher Tumormarker

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die ALDH1A3 im Pankreaskarzinom Uiberexprimiert ist und sind
daher vereinbar mit bisherigen Untersuchungsergebnissen, die ebenfalls eine
ALDH1A3- Uberexpression in Karzinomen zeigten (Marcato et al. 2011b; Jia et al. 2013; Saw et
al. 2012). Diese Uberexpression sowie die Tatsache, dass die ALDH1A3 wesentliche Funktionen
in Zellzyklus sowie Zellregulierung von sowohl normalen wie auch Krebsstammzellen einnimmt,
konnten auf die Bedeutsamkeit dieses Enzyms in malignen Prozessen hinweisen (Marcato et al.
2011a; Vassalli 2019). Auch die erfolgreiche ALDH1A3-Herunterregulierung und den daraus
entstehenden proliferationshemmenden Effekt auf pankreatische Karzinomzelllinien, wie es in

dieser Arbeit gezeigt werden konnte, bekraftigen diese Vermutung.

Um die Frage zu kldren, ob die ALDH1A3 aufgrund dieser Eigenschaften auch als maoglicher
Tumormarker des Pankreaskarzinoms in Frage kommt, sind jedoch weitere Untersuchungen
notig. Zum einen misste zunachst Uberprift werden, ob der Nachweis des Enzyms neben dem
im Gewebe ebenfalls im Blut erfolgreich ware. Weiterhin misste geprift werden, ob der Wert
im Blut bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom erhoht ist im Vergleich zum gesunden
Patienten. Um als moglicher Tumormarker zu bestehen, sollte ebenfalls getestet werden,
inwiefern sich die ALDH1A3-Werte vor und nach einer Operation entwickeln. Interessant ware
es auch, eine mogliche Korrelation zwischen der ALDH1A3-Expression sowie der Auspragung der
Werte von CA 19-9 zu untersuchen, der bisher als der spezifischste Tumormarker des

Pankreaskarzinoms gilt.

Die Tatsache, dass die Aldehyd-Dehydrogenase 1A3 nicht nur im Pankreaskarzinom
Uberexprimiert ist, sondern auch in weiteren Malignomen, zeigt auf, dass sie nicht spezifisch fir
das Pankreaskarzinom ist, wodurch die Bedeutung als Tumormarker fiir eben jenes deutlich

abnehmen kénnte. Zusatzlich hatte die Hemmung dieses Enzyms auch Auswirkungen auf eben
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jene anderen Organe, die dieses Enzym stark exprimieren, wodurch eine selektive und
pankreasspezifische Krebstherapie moglicherweise begrenzt wird. Ebenso zeigt sich auch in
manchen der untersuchten Pankreatitis-Gewebeproben eine starke Expression, wodurch sich
vermuten lasst, dass moglicherweise nicht immer eine klare Abgrenzung zwischen maligner und

benigner Entitat erfolgen kann.
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6. Zusammenfassung

ALDH1A3 ist eine Unterform aus der Familie der ALDH, die in einigen Stoffwechselvorgangen
relevante Funktionen einnimmt. Es hat sich gezeigt, dass die ALDH1A3-Expression sowohl in
humanem Pankreaskarzinomgewebe im Vergleich zu chronischer Pankreatitis- sowie nicht
pathologisch verandertem Gewebe erhoht ist als auch in drei spezifischen pankreatischen
Karzinomzelllinien, die ein hohes metastasierendes Potential aufweisen.

Mittels spezifischer siRNA sowie leitliniengerechter Chemotherapie liel§ sich bei den drei
untersuchten pankreatischen Karzinomzelllinien die ALDH1A3-Expression herunterregulieren.
Zudem konnte anhand eines Proliferations-Assays (MTT) eine Korrelation zwischen siRNA bzw.
Chemotherapie induzierter ALDH1A3-Herunterregulierung und erniedrigten Proliferationsraten
der pankreatischen Karzinomzellen festgestellt werden, wodurch die Vermutung bestarkt wird,
dass die ALDH1A3-Expression eine essentielle Rolle fir Metabolismus, Zellzyklus und das

Uberleben einer Zelle spielt.
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Thesen

1.) ALDH1A3 ist in humanem Pankreaskarzinomgewebe im Vergleich zu chronischem

Pankreatitis- sowie nicht pathologisch verandertem Gewebe liberexprimiert.

2.) ALDH1A3 ist in drei reprasentativen Pankreaskrebszelllinien (AsPC-1, BxPC-3, SU.86.86), die

ein hohes metastasierendes Potenzial aufweisen, iberexprimiert.

3.) Die ALDH1A3-Expression lasst sich in diesen drei Pankreaskrebszelllinien erfolgreich mittels

spezifischer siRNA und leitliniengerechter Chemotherapie herunterregulieren.

4.) Eine mittels siRNA und Chemotherapie induzierte ALDH1A3-Herunterregulierung korreliert

mit erniedrigten Proliferationsraten.

5.) Eine erhéhte ALDH1A3-Expression im Pankreaskarzinomgewebe und die Beeinflussung der

Regulation der ALDH1A3 konnten als diagnostische und therapeutische Ansatze fir die

zuklnftige Krebstherapie dienen.
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