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ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

In soliden Tumoren, wie etwa dem pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), ist die
Verhartung des Stromas eine essentielle Barriere gegen die Immunantwort oder den
effizienten Einsatz von Chemotherapeutika. Die Aktivierung der im Stroma liegenden
Sternzellen durch die pankreatischen Tumorzellen fordert die Sekretion von
Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM), wie etwa Kollagen oder Fibronektin.
Diese tragen schliellich zu einem Grofteil der Verhartung des Stromas bei. Die
Modulation von einer weichen zu einer harten Umgebung hat wiederum Einfluss auf die
Sternzellen und Fibroblasten. Eine Proteinanalyse zeigte eine Hochregulierung der
AMP-aktvierten Proteinkinase AMPK, einem essentiellen metabolischen Regulator der
Energiehomdostase, in Zellen auf hartem Untergrund. Diese Kinase wird unter anderem
durch Nahrstoffmangel aktiviert und reguliert die anabolischen und katabolischen
Prozesse der Zelle zur Regenerierung des Energiehaushaltes. Somit ist sie vor allem in
dem hypoxischen, nahrstoffarmen Milieu des PDAC von Bedeutung. Sie besitzt dort
jedoch nicht nur pro- sondern auch antitumorgene Eigenschaften. Die Proteinanalyse
des direkten AMPK-Gegenspielers mTOR, der unter anderem ATP-verbrauchende
Prozesse fordert, zeigte keinen Effekt der Untergrundharte auf die Proteinexpression.
Der zugrunde liegende Regulationsmechanismus durch die Untergrundharte ist
demnach spezifisch fir AMPK. Die Analyse der Halbwertszeit der AMPK in Zellen auf
fester und weicher Matrix zeigte einen schnelleren proteasomalen Abbau des Proteins
auf weichem Untergrund. Die Zellen auf einem harten Untergrund dagegen konnten das

Protein durch einen Stabilisierungsmechanismus erhalten.

Hierfir musste jedoch die Beschaffenheit der ECM durch die Zellen erkannt und die
Information zur AMPK-Regulation in das Zellinnere weitergeleitet werden. Die
notwendigen Komplexe waren dabei die an der Zellmembran lokalisierten fokalen
Adhasionen (FA), bestehend aus den transmembranen Integrinen, sowie einer Reihe
von Proteinen zur Signalweiterleitung. Die Integrine bestehen in der Regel aus einer a-
und einer B-Untereinheit und sind auerdem in der Lage durch bestimmte ECM-
Komponenten aktiviert zu werden. Im Rahmen eines Screenings konnte gezeigt werden,
dass speziell die Herunterregulierung der aV-Untereinheit zu einer Destabilisierung des
AMPK-Proteins fuhrte. Dieses Ergebnis konnte auch im Zusammenhang mit der fokalen
Adhasionskinase (FAK) erzielt werden, auch war nach dem Knockdown eine verringerte
AMPK-Proteinmenge zu detektieren. Folglich ist der Mechanismus zur Stabilisierung von
AMPK in den Sternzellen des PDAC sowohl abhangig von der aV-Untereinheit der

Integrine, als auch von der Kinase FAK.
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Das Protein AMPK besitzt als metabolischer Regulator eine Reihe von Funktionen, unter
anderem die Aktivierung der Makroautophagie zur Gewinnung von Nahrstoffen und
Energie. Makroautophagie ist dabei das Verdauen von Proteinen, Proteinkomplexen und
Organellen der Zelle bei Nahrstoffmangel. Aufgrund der erhdhten Proteinmenge an
AMPK in Zellen auf festem Untergrund ist auch die Autophagierate in diesen Zellen
erhoht. Es konnte gezeigt werden, dass diese erhohte Autophagierate der Sternzellen
einen proliferationsférdernden Effekt auf die PDAC-Tumorzellen besalien. Der Knockout
des ltgaV-Gens in Sternzellen dagegen fuhrte zu einer Destabilisierung von AMPK und
der wachstumsfordernde Effekt durch die Sternzellen wurde inhibiert. Dies konnte
sowohl in vitro als auch in vivo bestatigt werden. Der Stabilisierungsmechanismus der
AMPK im Tumorstroma ist demnach sowohl fiir das Wachstum als auch das Uberleben
der Tumor- und auch Stromazellen von entscheidender Bedeutung. Diese Ergebnisse
liefern einen neuen Einblick in die Tumor-Stroma-Interaktion des PDAC und kdnnten
nach weiterflhrenden Untersuchungen als moglicher Therapieansatz Verwendung

finden.
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2. Summary

In solid tumors the increased rigidity of the stroma is an essential barrier against the
immune response and the efficient use of therapeutic drugs. The tumor cells of the
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) can activate the stromal stellate cells (PSC)
and thus the extracellular matrix (ECM) components like collagen and fibronectin are
highly secreted. This excessive secretion leads to an increase in tissue rigidity which in
turn influences the stromal PSCs and fibroblasts. Protein analysis showed a significant
upregulation of the AMP-kinase (AMPK), a metabolic regulator of energy homeostasis,
in cells on a hard surface. AMPK gets activated under starvation and regulates anabolic
and catabolic processes for ATP regeneration. It is especially important in the hypoxic,
nutrition-deficient environment of PDAC, even though its functions are not only pro- but
also antitumorigenic. The antagonist of AMPK, mTOR, regulates the cell metabolism
towards processes using ATP. However, a protein expression analysis showed no
influence of soft and hard surfaces on the amount of protein. Therefore, the mechanism
behind the regulation of protein expression due to different surface rigidities is AMPK-
specific. Testing the half-life of AMPK on soft and hard surfaces showed a higher rate of
proteasomal degradation in cells on a soft surface. This leads to the conclusion that in

cells on a hard surface AMPK gets stabilized.

Therefore, the cells have to sense the ECM composition and transduce this information
to regulate the AMPK protein level inside the cell. The essential complexes for
mechanosensing are the focal adhesions (FA), comprised of the transmembrane
integrins and a variety of proteins for signal transduction. Integrins possess an a- and f3-
subunit and can get activated through binding of different ECM components. A screening
process revealed the aV-subunit as a potential regulator of the AMPK on the protein
expression. Downregulation of aV as well as the focal adhesion kinase (FAK) lead to a
decrease in AMPK stability. The mechanism behind the increased stability of AMPK on

a hard surface is consequently dependent on the focal adhesion proteins ItgaV and FAK.

AMPK has a variety of functions inside the cell, one of which is the upregulation of
macroautophagy to regain nutrition and therefore energy. Macroautophagy is the
digestion of proteins, protein complexes and organelles in so-called autophagosomes
under starvation. The increased AMPK protein expression on a hard surface led to a
higher rate of autophagy in the cells. The data showed an increase in tumor cell
proliferation on a hard surface due to a high level of autophagy in PSCs. In contrast, the

knockout of the ltgaV gene in PSCs led to a destabilization of AMPK and hence the

VI
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proliferative effect on tumor cells was lost. These findings show that the stabilization of
AMPK in PSCs was essential for tumor cell proliferation and survival in PDAC. The
results also give a new insight in the tumor-stroma interaction of PDAC and after further

examination could be used as a potential strategy for cancer therapies.



EINLEITUNG

3. Einleitung

3.1 Das Pankreas, seine Funktionen und das pancreatic ductal

adenocarcinoma (PDAC)

Das Pankreas wurde erstmals in Griechenland ca. 300 v. Chr beschrieben; das Wort
setzt sich aus den griechischen Woértern pan = alles und kreas = Fleisch zusammen [50].
Es handelt sich dabei um ein elongiertes, zugespitztes Organ, welches hinter dem
Magen lokalisiert ist. Es kann in funf Strukturen unterteilt werden: Prozessus Uncinatus,
Kopf, Nacken, Koérper und Schwanz. Durchzogen wird das Pankreas vom Ductus
pancreaticus, einer Rohre, die das Pankreassekret enthalt. Die Ubergeordnete Funktion
des Pankreas ist die Erhaltung der metabolischen Homdostase. Es besteht dafiir aus
zwei unterschiedlichen Drisen, der endokrinen und exokrinen Driise. Das exokrine
Gewebe macht den Groldteil des Pankreas aus und wird in Gruppen von Azinuszellen
und Duktuszellen unterteilt. Dieser Teil des Gewebes produziert das Pankreassekret,
welches vor allem fUr die Verdauung essentiell ist. Es enthalt Enzyme, wie Trypsinogene,
Chymotrypsinogene, Lipasen und Amylasen, die bei der Spaltung von Kohlehydraten,
Fetten und Proteinen beteiligt sind. Diese Enzyme sind zunachst inaktiv, werden jedoch
im Duodenum aktiviert. Der endokrine Teil dagegen ist hauptsachlich im
Schwanzbereich lokalisiert und besteht aus den Langerhans-Inseln. Deren
Hauptfunktion ist die Regulation des Blutzuckerspiegels durch Produktion und Sekretion

von Insulin oder Glukagon [140].

Es sind eine Reihe von Krankheiten bekannt, die im Zusammenhang mit dem Pankreas
auftreten kénnen. Dazu gehoren beispielsweise morphologische Veranderungen wie
Pankreas anulare und Pankreas divisum. Es kénnen Zysten, zystische Fibrosen oder
Pseudozysten entstehen sowie eine Entzlindung des Pankreas (Pankreatitis) auftreten.
Die Pankreatitis kann dabei entweder chronisch oder akut verlaufen, jedoch besitzt vor
allem die chronische Pankreatitis ein erhdhtes Risiko der Tumorentwicklung. Zu den
gefahrlichsten Erkrankungen des Pankreas gehdren hingegen die Neoplasien, welche
auf unterschiedliche Arten klassifiziert werden kénnen. Hierbei kann man nach
Ursprungszellen, enzymatischer Aktivitdt oder benignem/malignem Potential
unterscheiden. Das pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) ist einer dieser
Neoplasien und gehdrt zu der Untergruppe der priméar epithelialen, malignen Neoplasien
[28].
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3.1.1 Die Epidemiologie von PDAC

Pankreaskarzinome kdnnen sich sowohl aus den endokrinen als auch den exokrinen
Drisen entwickeln, dabei treten die endokrinen Karzinome relativ selten auf (ca. 5 %).
PDAC zahlt zu den exokrinen Tumoren, es ist das weitverbreitetste maligne
Pankreaskarzinom mit einer Haufigkeit von etwa 85-90 % [348]. PDAC gehdrte 2020 zur
vierttddlichsten Karzinomart weltweit. Es wird jedoch prognostiziert, dass es bis 2030
hinter dem Lungenkarzinom zur zweittddlichsten Tumorart aufsteigt [348, 383]. PDAC
ist vor allem im Kopfbereich des Pankreas lokalisiert und entwickelt sich hauptsachlich
aus den Azinuszellen. Der Tumor selbst ist sehr heterogen und reicht von
ausdifferenzierten bis zu schwach differenzierten sarkomatoiden Karzinomen [473]. In
der Regel dauert es eine Dekade von einer initierenden Mutation bis zur ersten
parental/nicht-metastasierenden Griinderzelle und etwa weitere funf Jahre bis zur
Fahigkeit Metastasen zu bilden. Der Tod des Patienten tritt in der Regel zwei Jahre
spater ein [321, 463]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt etwa 9 % [348], abhangig
vom Tumorstadium, und ist somit die niedrigste aller soliden Tumore. Das Verhaltnis
zwischen Inzidenz und Mortalitat betragt etwa 94 % [348]. Die hohe Mortalitatsrate ist
begriindet durch eine spate Diagnose, wenig effektive Screening-Prozesse, ein Mangel
an validen Biomarkern und eine wenig effektive Behandlungsverfahren im
fortgeschrittenen Tumorstadium [74, 144]. Die Risikofaktoren von PDAC koénnen in
modifizierbar und nicht-modifizierbar eingeteilt werden. Nicht-modifizierbare
Risikofaktoren sind unter anderem das Geschlecht (Manner erkranken haufiger als
Frauen) [42], das Alter (Altere erkranken haufiger als Jingere) [348], die Ethnie
(schwarze Bevolkerung erkrankt haufiger als die weilde) [464], genetische Faktoren
(hereditare  Pankreatitis, Peutz-deghers-Syndrom, Lynch-Syndrom) [132], die
Familiengeschichte [203], Infektionen (Helicobacter pylori) oder die Blutgruppe [356].
Modifizierbare Faktoren dagegen sind Zigaretten/Tabakkonsum [114], Alkoholkonsum
im Zusammenhang mit Zigarettenkonsum [345], Fettleibigkeit [93], bestimmte
Nahrungsmittel (rotes oder prozessiertes Fleisch) [488] oder berufsbedingte Exposition
mit z. B. Nickel [313]. Die Patienten selbst sind haufig asymptomatisch, bis der Tumor in
weitere Organe metastasiert ist. Es gibt eine Reihe von unspezifischen Symptomen, die
wahrend des Verlaufs auftreten konnen, wie etwa lkterus, Gewichtsverlust, blasser
Stuhl, Abdominalschmerzen oder Mudigkeit [232]. Fir eine Diagnose kdénnen
unterschiedliche Methoden angewendet werden: abdominelle Ultrasonographie,
Computertomographie, Magnetresonanztomographie (MRT), endoskopische
ultraschallgefiihrte Feinnadelaspiration und das Messen des Tumorantigens CA 19-9im

Blut [348]. Bei Detektion eines Pankreaskarzinoms wird dieses anhand der TNM-
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Klassifikation in verschiedene Stufen eingeteilt. Es gibt dabei finf Stufen (0-1V) abhangig
von der GroRRe des Haupttumors (T), der Anzahl betroffener Lymphknoten (N) und der
Metastasenbildung (M) [429]. Die Stufen teilen sich dabei auf folgende Art und Weise

ein:

Stufe 0: Der Tumor befindet sich im oberen Bereich, nicht aber in tieferem Gewebe
Stufe IA: Der Tumor ist <2 cm (T1), die Lymphknoten sind nicht betroffen (NO) und es
gibt keine Metastasen (M0)

Stufe IB: Der Tumor ist ausschlielich im Pankreas aber > 2 cm (T2), die Lymphknoten
sind nicht betroffen (NO) und es gibt keine Metastasen (MO)

Stufe 11A: Der Tumor wachst bereits auflderhalb des Pankreas, es sind jedoch noch keine
Gefalle oder wichtige Nerven betroffen (T3), die Lymphknoten sind nicht betroffen (NO)
und es gibt keine Metastasen (MO)

Stufe 1I1B: Die nahen Lymphknoten sind betroffen (N1), es gibt keine Metastasen (MO0)
Stufe lll: Der Tumor wachst auch aul3erhalb des Pankreas und ist in wichtige Gefale
und Nerven eingedrungen (T4), Lymphknoten kénnen betroffen sein (NO-N1), es gibt
keine Metastasen (MO)

Stufe 1V: Der Tumor hat Metastasen gebildet (M1) [144]

Befindet sich ein Tumor in der letzten Stufe, ist er in der Regel nicht mehr resezierbar,
die Standard-Therapiemdglichkeit ist hierbei FOLFIRINOX (Fluorouracil, Folinsaure,
Irinotecan und Oxaliplatin) in Kombination mit Gemcitabin [138]. Es gibt eine Reihe von
Inhibitoren als mogliche Therapie von nicht-resizierbaren Tumoren, die sich zum Teil
noch in der Entwicklung befinden, wie etwa ERBB-Inhibitoren (Afatinib, MCLA-128),
TRK-Inhibitoren (Larotrectinib, Entrectinib), ALK/ROS-Inhibitoren (Crizotinib) oder
BRAF/MEK-Inhibitoren [385]. Die Standardtherapie fur niedrigere Stufen ist ebenfalls
eine neoadjuvante Chemotherapie im Zusammenhang mit der Resektion des Tumors
[375].

3.1.2 Die Pathogenese von PDAC

PDAC istin der Lage sich aus pra-neoplastischen Vorlaufer-Lasionen zu entwickeln. Die
vier bis heute bekannten sind pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN), intraductal
papillary mucinous neoplasm (IPMN), mucinous cystic neoplasm (MCN) und intraductal
tubular papillary neoplasm (ITPN) [74]. Unter den vier Vorlaufern sind die PanINs am

besten beschrieben. Sie entwickeln sich in der Regel aus Azinuszellen und kommen



EINLEITUNG

wesentlich haufiger vor als IPMN und MCN. Diese Lasion kann, je nach Grad der
zytologischen und architektonischen Veranderung, in drei Stufen eingeteilt werden [386].
Es gibt zwei niedriggradige und eine hochgradige Lasion, wobei die niedriggradigen
auch in normalem Pankreas gefunden werden kénnen [9]. Die Abstufungen sind wie
folgt:
- PanIN1A/B: flaches/papillares muzinéses Epithelium, niedriggradige Dysplasie,
genetisch stabil
- PanIN2: vermehrte Anzeichen von zelluldaren Veranderungen (Verlust der
Polaritat, ZellvergréRerung, Hyperchromasie, genetische Veranderungen)
- PanIN3: hochgradige Lasion, starke nukleare Veranderungen, luminale Nekrose,
hochgradige Dysplasie [222, 386]
PanIN1 und PanIN2 treten normalerweise relativ friih im Leben auf und kénnen Jahre
existieren, bevor sie sich in eine hochgradige Lasion verwandeln. Diese Veranderung
hangt unter anderem mit bestimmten Schliisselmutationen zusammen, die wahrend der
Karzinogenese entstehen. Niedriggradige PanINs besitzen in der Regel bereits die
typische KRAS-Mutation sowie Verkirzungen der Telomere (Abb. 1). Die Inaktivierung
von CDKNZ2A erfolgt meist erst in einem intermediaren Stadium und in PanIN3-Lasionen
durch genetische Mutationen oder epigenetische Veranderungen. Es kommt aul3erdem
zu einer Inaktivierung von TP53 durch genetische Mutation oder Verlust des zweiten
Allels sowie zu einer Inaktivierung von SMAD4, ebenfalls durch genetische Mutation
oder den Verlust beider Allele [146].
Speziell PanIN-Lasionen kénnen durch einen Vorlauferprozess entstehen, dieser tragt
den Namen ADM oder acinar-to-ductal metaplasia. ADM ist ein Prozess, in dem
Azinuszellen eine morphologische Veranderung durchlaufen und sich in Duktus-artige
Zellen differenzieren [300]. Dieser Prozess wird durch den transforming growth factor a
(TGFa) oder einer Reihe von Stresssignalen initiiert. Azinuszellen, welche ADM
durchlaufen zeigen einen Anstieg der Expression von Duktusmarkern und eine
reduzierte Azinusmarker-Expression. Durch die onkogene Aktivierung von KRAS kann
sich die Metaplasie nicht zurilickbilden und schlieB3lich zu PanINs weiterentwickeln [24,
79]. In gesundem Gewebe hilft der Prozess des ADM dabei Organschaden zu beheben,

er ist hierbei jedoch reversibel [300].
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Abbildung 1: Die genetischen Verdanderungen wahrend der Entwicklung von PanINs zu
PDAC. Die genetischen Veranderungen wahrend der Karzinogenese kénnen in friihe (KRAS,
Telomer-Verkiirzung), intermediére (CDKN2A) und spate (TP53, SMAD4) Anderungen eingeteilt
werden. Entnommen aus Guo et al. [146]

Die zweithaufigste Vorlaufer-Lasion des PDAC ist IPMN, die ihren Ursprung im Duktus
hat [179]. IPMNs sind die haufigsten zystischen Neoplasien. Nicht-invasive IPMN
kénnen anhand des Dysplasie-Grades in gastrisch foveolar, intestinal oder
pancreatobiliarisch eingeordnet werden. Dabei besitzen gastrische ein niedriges,
intestinale ein intermediares und pancreatobiliarische ein hohes Level an Dysplasien.
Die intermediaren und hochgradigen IPMNs sind dabei meist assoziiert mit PDAC [274].
Die dritte Gruppe der Vorlaufer-Lasionen sind die MCNs, die weniger haufig vorkommen
als die PanINs oder IPMNs. Sie bestehen aus zwei Komponenten, dem Muzin-
produzierenden Epithelium und dem dichten Ovarial-dhnlichen Stroma [466]. Sie
variieren im Grad der Dysplasie und kdnnen, ahnlich wie IPMN, anhand dessen in drei
Gruppen eingeteilt werden: den niedriggradigen, intermediaren und hochgradigen
MCNs. Im Gegensatz zu den IPMNSs ist der Ductus pancreaticus nicht erweitert und es
gibt keine Kommunikation mit dem duktalen System. Etwa 1/3 der MCNs ist mit
invasivem PDAC assoziiert [274].

Die letzte Gruppe der Vorlaufer-Lasionen sind die ITPM; sie sind der seltenste Subtyp
der epithelialen Neoplasien. Von dieser Gruppe ist nur wenig bekannt. Sie sind
intraduktale, Tubulus-formende, epitheliale Neoplasien mit einem hohen Grad an

Dysplasie. Im Gegensatz zu IPMN besitzen sie keine Uberproduktion an Muzin [121].



EINLEITUNG

PDAC selbst in eine heterogene Tumorart, die in unterschiedliche Subtypen eingeteilt
werden kann. Collison et al. definierten anhand von Transkriptionsprofilen zunachst drei
Subtypen: klassich, quasi-mesenchymal und exokrin-artig. [83] Moffitt et al. dagegen
unterteilten mittels Mikrodissektion den Tumor in zwei Subgruppen: klassich und basal-
artig. [292] Wahrend Bailey et al. vier transkriptomische Untergruppen definierten:
squamds (squamous), pankreatischer Vorlaufer (pancreatic progenitor), immunogen
(immunogenic) und abberantly differentiated endocrine exocrine (ADEX) [19]. Es gibt
jedoch noch weitere Gruppen, wie etwa von Puleo et al. [339] oder Law et al. [238]
beschrieben, die eine Typisierung des Pankreaskarzinoms entweder durch Expressions-
oder durch Proteomanalysen durchfihrten. Es konnte eine Vielzahl von
Uberschneidungen der unterschiedlichen Subtypen-Klassifizierungen gezeigt werden,
wie etwa zwischen dem quasi-mesenchymalen, squamdsen und basal-artigen [82]. Eine
Studie belegte aulRerdem, dass die Subtypen immunogen, ADEX oder exokrin-artig
vermutlich aufgrund einer Kontamination mit Stroma und nicht-neoplastischen Zellen
entstanden [198]. Zum heutigen Zeitpunkt besteht Einigkeit Uber zwei groRe Subtypen:
dem klassischen/pankreatischen Vorlaufer und dem basal-artigen/squamésen [198,
301]. Die Subtypen unterscheiden sich dabei beispielsweise in ihrem
Expressionsmuster; der klassiche Subtyp exprimiert in einem héheren Mall EVADR,
DEANR1 oder GATAG6 [198, 314]. Der basal-artige Subtyp besitzt aulerdem eine hdhere
Anreicherung an TP53-Mutationen, wahrend der klassiche eine erhdohte Menge an
GNAS-Mutationen aufweist [198, 421]. Des Weiteren ist die durchschnittliche
Uberlebensrate bei Patienten, die den klassichen Subtypen aufweisen, deutlich héher

als die von Patienten mit einem basal-artigen Subtyp [301, 314].

PDAC besitzt verschiedene Stadien der Progression, von der Vorldufer-Lasion bis zum
eigentlichen Karzinom und schlieBlich zur Bildung von Metastasen. Fir die
Metastasenbildung ist vor allem der Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) entscheidend. EMT ist ein reversibles, zelluldres Programm, welches
Epithelzellen in quasi-Mesenchymzellen umwandelt. Innerhalb dieses Prozesses
werden Adhéarenzverbindungen und tight-junctions der Epithelzellen abgebaut, sie
verlieren somit ihre Polaritat und verwandeln sich in motile, invasive Mesenchymzellen
um [101]. Sie verlieren zudem ihre Epithelmarker-Expression und exprimieren
mesenchymale Marker wie etwa Vimentin. Der Prozess der EMT wird durch spezifische
extrazellulare Faktoren reguliert wie etwa TGFR [8], WNT und NOTCH [236]. EMT ist im
PDAC fir die Invasion und Metastasierung essentiell sowie fir die Evasion von
verschiedenen Therapeutika [101]. Typische Metastasen von PDAC treten in der Lunge,

der Leber und dem Peritoneum auf [463].
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3.1.3 Der modifizierte Metabolismus von PDAC

Wahrend der Tumorgenese des PDAC treten eine Reihe von Mutationen in den
Tumorzellen auf, die unter anderem den Metabolismus der Zellen modifizieren kénnen.
Der Metabolismus einer Zelle ist die Summe aller Prozesse zum Verbrauch oder der
Gewinnung von Energie sowie der Synthese von Makromolekilen [94]. Zun&chst
besitzen die Zellen des Tumors selbst in Anwesenheit von Sauerstoff eine verstarkte
Glykolyse und Laktatproduktion, ein Phadnomen, das als Warburg-Effekt bezeichnet wird
[446]. Die fur PDAC typische KRAS-Mutation erhdht die Aufnahme von Glukose durch
die Regulation der Expression des Glukosetransporters GLUT-1 sowie die Stimulierung
des nicht-oxidativen Pentosephosphatwegs [474]. KRAS fordert zudem die
Verstoffwechselung von  Glutamin  durch  Erhéhung der Expression von
Glutamatdehydrogenase (GLUD1) und Aspartattransaminase (GOT1) [389]. Die
Mutation von TP53 kann ebenfalls die Glykolyse férdern sowie Autophagie und Apoptose
verhindern. Diese Modifikationen des Metabolismus sichern das Uberleben und
unterstitzen das Wachstum der Tumorzellen [51]. Aufgrund des nahrstoffarmen Mileus
verwenden PDAC-Tumorzellen zur Aufnahme von Aminoséauren, Proteinen, ECM oder
anderen Faktoren im extrazellularen Raum den Prozess der Makropinozytose [210]. Es
wird hierbei extrazellulare Flussigkeit zusammen mit Partikeln in zytoplasmatischen
Vesikeln, den Makropinosomen, aufgenommen. Es folgt eine Fusion mit einem Lysosom
der Zelle und der anschlieRenden Degradation des aufgenommenen Inhaltes [344]. In
gesunden Zellen kann dieser Prozess durch Wachstumsfaktoren aktiviert werden [254],
in Tumorzellen jedoch auch durch Mutationen im KRAS-Gen [349]. Er ist vor allem fUr
die Aufnahme von Nahrstoffen und folglich fiir das Tumorwachstum und Uberleben der
Tumorzellen essentiell [401]. In den PDAC-Tumorzellen sind zudem Proteine der
Lipidsynthese, wie etwa die ATP-Citratlyase (ACLY) Uberexprimiert, was zusatzlich das
Tumorwachstum stimuliert [249]. Ebenfalls verandert wird der Prozess der Autophagie,
der in Tumorzellen sowohl eine tumorférdernde als auch eine tumorsupprimierende
Wirkung besitzt, je nach Tumorprogression. Autophagie ist in der Lage die
Wahrscheinlichkeit einer Tumorentstehung zu minimieren, z. B. durch Einleiten der
Zellapoptose. Jedoch ist der Prozess der Autophaige bei fortschreitedem Tumoren auch
wichtig fur das Uberleben der Tumorzellen unter anderem durch Bereitstellen von
Nahrstoffen im nahrstoffarmen Tumormilieu [307, 382]. Die Progression des Tumors ist
daher stark abhangig von der Modifizierung des Metabolismus der Zellen, um das

Wachstum auch in dem nahrstoffarmen Tumormileu zu fordern.
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3.1.4 Das PDAC-Stroma

Das PDAC-Stroma ist eines der Hauptbestandteile des Tumors, da es bis zu 90 % der
Masse einnimmt [35]. Die Hauptcharakteristika des Stromas sind extensive Fibrose,
wenig Vaskularisierung, Infiltration durch Immunzellen und Hypoxie [434]. Die
wesentlichen Komponenten des Stromas sind die ECM, Tumor-assoziierte Fibroblasten

(CAFs), Immunzellen und eine spezifische Mikrobiom-Signatur [266, 355].

3.1.4.1 Die Tumor-assoziierte Fibroblasten des PDAC

CAFs sind eine heterogene Zellpopulation und kdénnen als elongierte Zellen definiert
werden, die weder epitheliale, endotheliale oder Leukozytenmarker aufweisen noch
Tumorzell-Mutationen besitzen [364]. Der Ursprung dieser Zellen liegt in der Regel bei
bereits ansassigen Fibroblasten und Sternzellen, die durch verschiedene Stimuli aktiviert
werden kénnen. Die Hauptquelle der CAFs im PDAC-Stroma sind die im gesunden
Pankreas liegenden pankreatischen Sternzellen (PSCs). PSCs sind den Fibroblasten
ahnlich, unterscheiden sich jedoch in einigen Merkmalen: Sie sind in der Lage, Vitamin A
in Lipidtropfchen zu speichern [441], exprimieren Desmin und glial fibrillary acidic protein
(GFAP) [13] und kénnen Acetylcholin synthetisieren sowie sekretieren [333]. In einem
gesunden Pankreas sind PSCs zumeist inaktiv, ihre Hauptfunktion besteht darin, eine
Balance zwischen ECM-Synthese und -Abbau herzustellen, um die normale Architektur
des Pankreas zu erhalten. Hierfur sekretieren sie unter anderem Matrix-
Metalloproteasen (MMP) zur ECM-Degradation, sowie tissue inhibitors of
metallorpoteinases (TIMP) zur Blockierung der MMP-Aktivitat [462]. Wahrend der
PDAC-Tumorgenese werden PSCs durch verschiedene Mechanismen aktiviert, wie
etwa durch den Einfluss von Risikofaktoren (z. B. Ethanol und seine Metabolite,
chronische Inflammation), durch Umweltbelastung (z. B. Hypoperfusion, Hypoxie,
oxidativer Stress), zellulare Sekretionsfaktoren (z. B. Inerleukin (IL) 1, IL6, hypoxia
inducible factor (HIF) 1a, TGFR, CTGF) oder molekulare Signalwege (z. B. Wnt/3-
Catenin, PI3K, TGF@, Hedgehog (Hh)) [434]. Hierbei werden Zytokine und
Wachstumsfaktoren beispielsweise von beschadigten Zellen, Tumorzellen oder
Leukozyten sekretiert. Nach Aktivierung verlieren PSCs ihre Lipidtrépfchen und
exprimieren in einem hohen Mall ECM-Komponenten, wie etwa Kollagen oder
Fibronektin [462]. Werden die PSCs im gesunden Pankreas aktiviert, z. B. durch
Beschadigung des Gewebes, gehen sie nach Abschluss der Gewebereparatur in die

Apoptose. Wahrend der Entstehung eines Tumors bleiben die PSCs aktiv und bilden
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weiter die ECM, was schliellich zu dem typischen fibrotischen Gewebe des PDACs
fuhrt. Die aktivierten PSCs besitzen eine hohe Proliferationsrate und sekretieren zudem
Zytokine wie etwa IL1, IL6, IL8 und IL10 sowie Wachstumsfaktoren. Sie tragen zudem
zur Invasion und Migration der PDAC-Zellen durch Sekretion von stromal cell-derived
factor 1 (SDF-1), secreted protein acidic and cysteine rich (SPARC) oder MMPs bei
[279]. Sie kdbnnen aulkerdem den Prozess der EMT in Tumorzellen férdern und somit die

Metastasierung des Tumors beeinflussen [215].

Ohlund et al. beschreiben in ihren Arbeiten drei unterschiedliche Subpopulationen von
CAFs: iCAFs, myCAFs und apCAFs. iCAFs oder inflammatory CAFs besitzen eine
geringe a-smooth muscle actin-(SMA)-Expressionsrate, dafiir sekretieren sie Zytokine
und Chemokine wie etwa IL6 oder leukemia inhibitory factor (LIF). Sie werden als
tumorférdernd angesehen, da sowohl LIF als auch IL6 die EMT, die Chemoresistenz und
die Immun-Evasion férdern [178, 184, 378]. Dieser Subtyp kann durch die Sekretion
parakriner Faktoren durch Tumorzellen induziert werden [312]. Es ist zudem bekannt,
dass speziell IL1 und der damit zusammenhangende IL1/JAK/STAT-Signalweg fur die
Auspragung des Phanotyps verantwortlich ist [36]. myCAFs oder myofibroblast-like
CAFs dagegen besitzen ein hohes a-SMA-Expressionslevel, daflir sekretieren sie kaum
Interleukine. Sie gelten als tumorreprimierende CAF-Subgruppe [290, 312]. Aktiviert
werden sie durch juxtakrine Interaktionen mit den Tumorzellen, vor allem der
Wachstumsfaktor TGFB und sein Signalweg spielen hier eine Rolle [36]. Antigen-
presenting CAFs (apCAFs) exprimieren MHC-Klasse-Il Gene sowie CD74 und besitzen
eine immunmodulatorische Funktion, da sie mit CD4*-T-Zellen interagieren kénnen
[111]. Ein wesentlicher Unterschied, vor allem zwischen iCAF und myCAF, ist deren
Lokalisation. iCAFs findet man in der Regel entfernt von den Tumorzellen. Sie
interagieren daher durch parakrine Signalwege mit den Tumorzellen, wahrend sich
myCAF nahe den Tumorzellen aufhalten und durch juxtakrine Signalwege mit ihnen
interagieren. Die Subtypen sind reversibel und kénnen sich je nach Stimulus und

Lokalisation andern [312].

Ein weiterer Unterschied ist die Aktivierung des Hh-Signalwegs. Die Gruppe um Steele
et al. konnte zeigen, dass die myCAFs eine starkere Aktivierung dieses Signalwegs
besitzen als die iCAFs [396]. Der Hh-Signalweg ist im gesunden Pankreas nicht aktiv,
wahrend er bereits in den Vorlauferlasionen sowie im PDAC hochreguliert wird. Er férdert
unter anderem die Proliferation und die Tumorgenese [415]. Die Uberexpression des
sonic hedgehog-(SHH)-Liganden in PDAC hat Einfluss auf die Initation, das Wachstum

und das Uberleben des Tumors [295]. Die Inhibition des Hh-Signalwegs wird bereits in
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vielen Krebstherapien eingesetzt [194], die bekanntesten sind dabei Vismodegib und
Erismodegib [231]. Die anti-stromale Therapie ist im Fall von PDAC jedoch umstritten
[59, 276]. Dies liegt an der dualen Rolle des Stromas als tumorférdernd und
tumorsupprimierend. Der Hh-Signalweg hat dabei auch eine tumorsupprimierende
Funktion. Die Inhibition kann zu weniger stark ausgebildetem Stroma fiihren, was einen
aggressiveren Tumor-Phanotypen zur Folge hat [25, 351]. Parallel kann die Inhibition
jedoch auch zu einer Reduktion der Proliferationsrate und einem langeren Uberleben
des Patienten fuhren [231].

3.1.4.2 Die Funktion der extrazellulare Matrix des PDAC

Die Funktion der ECM in gesundem Gewebe ist, die Gewebsintegritat aufrecht zu
erhalten und die Zellen innerhalb des Stromas strukturell sowie biochemisch zu
unterstitzen [434]. Die ECM wird konstant remodelliert, was vor allem fir die
Wundheilung, die Gewebshomodostase und die Entwicklung von entscheidender
Bedeutung ist [87]. Da die Stromazellen strukturelle Komponenten und Enzyme zur
Modifizierung der ECM sekretieren, ist eine hohe Menge an ECM eines der
Schlusselkennzeichen von PDAC [226]. Eine der Hauptkomponenten ist Kollagen,
speziell Kollagen-I und Kollagen-V, die Zelladhasion, Proliferation und Migration férdern
kénnen [14, 30]. Die Wachstumsfaktoren TGF3 und epidermal growth factor (EGF)
kénnen die Kollagen-Produktion stimulieren. Der Grofteil der desmoplastischen
Reaktion ist dem Kollagen geschuldet [434]. Weitere Komponenten der ECM sind die
Glykoproteine Laminin und Fibronektin. Laminin trégt dabei zur Zellbindung und
Differenzierung bei. Fibronektin kann durch Interaktion mit Integrinen und Kollagenen
Adhesion, Migration und Differenzierung induzieren [152]. Beide Komponenten kénnen
Apoptose durch Inhibierung der Caspase-Aktivitat verhindern, was entscheidend fir das
Uberleben der Tumorzellen ist [430]. Eine weitere Gruppe der ECM-Komponenten sind
die Proteoglykane, die Teile der ECM, wie etwa Kollagene, binden und vernetzen. Die
Remodellierung der ECM beispielsweise durch das Proteoglykan SPOCK1 tragt auch zu
einer hohren Invasionsrate des Tumors bei [433]. Die letzte Hauptkomponente der ECM
ist die Hyaluronsaure, ein Glykosaminglykan. Sie ist durch Interaktion mit den
Rezeptoren CD44 und receptor for hyaluronan mediated motility (RHAMM) in die
Zelladhasion, Migration, Invasion, das Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen
involviert [2]. Aufgrund der hohen Menge an ECM wird das Stroma fester, dies hat
unterschiedliche Effekte auf Signalwege, die Tumorzellen und das Stroma selbst. Die

verstarkte Menge an ECM kann die Gewebepolaritat reduzieren, Adharenzverbindungen
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zerstoren und schlussendlich zu einer erhdhten Tumorzell-Proliferation fihren. Es wurde
aulerdem bewiesen, dass eine erhdhte Festigkeit das Invasionspotential und somit die
Metastasenbildung des PDAC erhoht [308]. Die erhohte Festigkeit hat aulierdem einen
erhdhten intratumoralen und interstitiellen Druck zur Folge, der als entscheidende
Barriere fur Arzneimittel fungieren kann. Die Zufuhrung der Arzneimittel zum Tumor ist
abhangig vom Blutfluss, der Arzneimittelstruktur oder der PorengréfRe der Blutgefalle.
Ein erhdhter Druck hat einen negativen Einfluss auf den Blutfluss und somit auch auf die
Wirksamkeit vonTherapien [178, 371].

3.1.4.3 Die Vaskularisierung des PDAC-Stromas

Die Vaskularisierung im PDAC ist aufgrund der Modulationen der Vaskulatur und dem
hohen interstitiellem Druck schlecht ausgepragt. Bei der Bildung der Blutgefale, der
Angiogenese, sind vor allem Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hypoxie die
Schlisselkomponenten [228, 434]. Im PDAC-Stroma werden viele pro- und
antiangiogene Faktoren produziert. Zellen wie etwa PSCs oder Tumorzellen reagieren
auf Hypoxie, indem sie Faktoren sekretieren, die Einfluss auf die Angiogenese haben.
PSCs produzieren in der Regel mehr pro-angiogene Faktoren, wahrend Tumorzellen
eher anti-angiogene Faktoren sekretieren [265]. Das juxtatumorale Stroma ist
hypovaskularisiert, da die dort liegenden Tumorzellen zum grof3en Teil antiangiogene
Faktoren sekretieren, im pan-Stroma findet sich dagegen eine hdhere Dichte an
Blutgefalen [98]. Geringe Vaskularisierung fuhrt zu weniger Sauerstoff und Nahrstoffen
im Stroma, was metabolischen Stress zur Folge hat. Daher missen die Tumorzellen
ihren Metabolismus anpassen. Wie bereits beschrieben, dndern die Tumorzellen ihren
Metabolismus in Richtung Laktatproduktion (Warburg-Effekt). Sie sind allerdings in der
Lage, diesen auch in den umgebenden Stromazellen zu induzieren (reverser Warburg-
Effekt). Dies hat zur Folge, dass die CAFs Nahrstoffe sekretieren, die Tumorzellen flr
ihre Proliferation bendtigen [328]. Der Nahrstofftransfer kann dabei Uber extrazellulare
Vesikel (EVs) erfolgen. Die EVs der CAFs konnen Aminosauren, Laktat, Acetat, Lipide
oder Intermediate des Zitratzyklus enthalten, welche die Tumorzellen fir ihren
Metabolismus bendtigen [5, 483]. Ein Beispiel hierfir ist die Sekretion der Aminosaure
Alanin durch die Stromazellen. Die Tumorzellen sind dabei in der Lage, die Autophagie
der CAFs zu stimulieren und somit die Sekretion von nicht-essentiellen Aminosauren wie
etwa Alanin zu foérdern. Alanin wird anschlie®end von den Tumorzellen mittels
Makropinozytose aufgenommen und fir verschiedene Stoffwechselwege, wie etwa den

Zitratzyklus oder die Lipidbiosynthese verwendet [393]. Der Sauerstoffmangel durch

11



EINLEITUNG

schlechte Vaskularisierung flhrt zu einer hypoxischen Umgebung, der die Tumorzellen
durch Expression der HIFs entgegenwirken [86]. Diese Faktoren kdbnnen
Zellproliferation, Invasion und Migration fordern [479, 485]. Sie induzieren die
Expression von Laktatdehydrogenase (LDH) zur Energiegewinnung durch anaerobe
Glykolyse [267] und supprimieren die Produktion von reactive oxygen species (ROS),
die schadlich fir Tumorzellen sein kdnnen [434]. Die schlechte Vaskularisierung selbst
inhibiert zudem die Effektivitdt von Therapeutika, da diese nur schwer zu den

Tumorzellen gelangen kénnen [205].

3.1.4.4 Die Immunzellen innerhalb des PDAC

Innerhalb des Tumor-Stromas befinden sich eine Reihe unterschiedlicher Immunzellen.
Dazu gehéren Makrophagen, Neutrophile und Lymphozyten. Diese Immunzellen werden
in ihrer Funktion stark durch die pro- und antitumoralen Faktoren, sekretiert von den
Zellen des Stromas sowie den Tumorzellen, beeinflusst [434]. Makrophagen kommen
als unterschiedliche Subtypen vor: M1-Makrophagen kénnen die adaptive Immunantwort
steuern und somit den Organismus gegen Pathogene, apoptotische oder neoplastische
Zellen verteidigen. M2-Makrophagen dagegen sind an Reparaturmechanismen bei
Wundheilung oder Fibrosen sowie an der Entziindungshemmung beteiligt [271, 476].
Dieser Makrophagen-Subtyp besitzt eine tumorférdernde Eigenschaft und sein
Phanotyp ahnelt den tumor-associated macrophages (TAM). TAMs stellen die haufigste
Art der Immunzellen in PDAC dar und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert
[233]. TAMs sind in der Lage, Metastasen durch Expression von vascular endothelial
growth factor (VEGF) zu férdern sowie Angiogenese zu induzieren und das
Immunsystem zu supprimieren [434]. Neutrophile dagegen spielen eine Rolle bei der
angeborenen Immunantwort. Die Neutrophilen der Tumoren werden als tumor-
associated neutrophils (TAN) bezeichnet und kénnen durch komplexe Tumor-Stroma-
Wechselwirkungen immunsupprimierende  Funktionen des Tumormikromileus
induzieren oder Uberwinden. Es existieren zwei Arten der TANs: N1-TANs sind
antitumoral und meistens im frihen Stadium vorhanden, wahrend N2-TANs protumoral
sind und eher im spaten Stadium der Tumorgenese auftreten [119, 434]. Die dritte
Gruppe der Immunzellen sind die Lymphozyten, welche in der Regel das adaptive
Immunsystem regulieren. Lymphozyten, die das Stroma infiltrieren, werden als tumor-
infiltrated lymphocytes (TIL) bezeichnet. Ahnlich den beiden anderen Immunzell-
Gruppen gibt es auch von ihnen verschiedene Untergruppen: T-Helferzellen und

zytotoxische T-Zellen agieren antitumoral und werden durch Tumorzellen inhibiert, Th2
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und regulatorische T-Zellen (Treg) dagegen besitzen protumorale,
immunsupprimierende Wirkungen. Tregs treten primar im Juxtastroma auf und helfen
dabei das Immunsystem zu umgehen. Die Differenzierung von TILs in Tregs wird unter
anderem durch aktive PSCs initiiert [434]. Aufgrund des exzessiven Stromas und der
damit verbundenen Verhartung ist die Zunganglichkeit der Immunzellen zu den
Tumorzellen selbst erschwert [262]. Es gibt bereits einige Studien, die durch
Kombination von Immuntherapeutika und anti-stromalen Therapien eine Reduktion des

Tumorvolumens gezeigt haben [209, 269].

3.1.4.5 Die Mikrobiom-Signatur des PDAC

Das PDAC-Stroma besitzt auRerdem eine einzigartige Mikrobiom-Signatur. Die
Bakterien und Pilze innerhalb des Tumors kénnen sowohl tumorférdernd als auch
tumorsupprimierend wirken. Der Vergleich der Mikobiome von Patienten zeigte deutliche
Unterschiede in Abhangkeit von der Uberlenszeit. Bei Langzeit-Uberlebenden bestand
eine hoéhere Bakteriendiversitat, wobei Sachharopolyspora, Pseudoxanthomonas und
Streptomyces am haufigsten gefunden wurden. Die genaue Rolle der Bakterien bei der
Verbesserung der Uberlebenszeit ist jedoch noch weitestgehend ungeklart. Die
Vermutung liegt nahe, dass dies mit der Aktivierung des Immunsystems, vor allem der
CD8*-Zellen zusammenhangt [355]. Es gibt bereits einige Therapien (Immune-
Checkpoint-Inhibitoren), die das Mikrobiom und die durch das Mikrobiom vermittelte
Aktivierung des Immunsystems fiir eine erfolgreiche Wirksamkeit benétigen [193, 448].
Die Interaktion des Mikrobioms mit dem Immunsystem kann aber auch zur Férderung
der Tumorgenese flihren. Das Mikrobiom ist in der Lage, die Inflammation innerhalb der
Tumorumgebung zu modulieren, was zur Suppresion der angeborenen und adaptiven
Immunantwort fuhren kann [340]. Es gibt zudem auch Bakterien, wie etwa das
Gammaproteobakterium, welche in der Lage sind, das PDAC-Standardmedikament
Gemcitabin metabolisch zu inaktivieren [127]. Die Progression des PDAC wird daher
nicht nur von den Zellen des Stromas, sondern auch von der Zusammensetzung der

Baktieren und Pilze innerhalb des Pankreas bestimmt.
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3.2 Von Mechanosensing zum Zell-Metabolismus

Die Zellen eines Organismus kénnen auf verschiedenste Stimuli reagieren und sich
anpassen. Diese Stimuli kénnen sowohl innerhalb der Zelle als auch durch
Nachbarzellen oder der ECM abgegeben werden. Der Prozess der
Mechanotransduktion beschreibt dabei die Aufnahme der Stimuli von auferhalb Uber
mechanosensitive Strukturen, die anschlieRende Signalweiterleitung in das Zellinnere
und die damit verbundene Reprogrammierung von Signalwegen [200]. Einer dieser
Stimuli ist die Veranderung der Gewebeharte durch exzessive ECM, wie es bei Tumoren
oder Fibrosen haufig der Fall ist. Die mechanische Veranderung kann auf
unterschiedliche Art und Weise wahrgenommen werden, z. B durch Modifikation der
lonen-Kanale [103], durch sekretierte Faktoren [169] oder durch Rezeptoren auf der
Zelloberflache, wie FAs und adherens junctions [360]. Die FAs wurden erstmals in den
1970ern beschrieben und sind ein Zusammenschluss von Proteinen an der
Zellmembran, die die ECM mit dem Inneren der Zelle verbinden und daher Signale
effektiv  weiterleiten kénnen [91, 202, 225]. Es gibt eine Reihe von
Zellmembranrezeptoren der FAs, die haufigsten sind dabei die Gruppe der Integrine
[164]. Viele Signalwege werden durch Veranderung der ECM reguliert, der mechanische
Stimulus wird dabei in biochemische Signale umgewandelt. Einige Beispiele sind etwa
die Inhibition der Bindung des Aktin-depolymerisierenden Faktors Cofilin und somit
dessen Aktivitat [160], Neuorganisierung von Myosin-Il und somit Bildung von
Stressfasern [343] oder verstarkte Phosphorylierung durch die Src-Kinasefamilie [367].
Auch in der Stammzelldifferenzierung spielt die Harte der Umgebung eine essentielle
Rolle. Mesenchymale Stammzellen kdnnen durch I6sliche Faktoren aber auch durch die
Beschaffenheit der Umgebung in unterschiedliche Zelltypen differenzieren.
Beispielsweise dient eine weichere Umgebung eher der Spezifizierung zu Neuronen,
wahrend eine harteres Mikromilieu die Stammzellen in Richtung von Myoblasten oder
Osteoblasten differenzieren lasst [113]. Eine hohere Menge an Kollagen im Gewebe
spricht fur eine hohere Mikroelastizitdt. Eine geringere Mikroelastizitat besitzt
beispielsweise das Hirngewebe, da es nur wenig Kollagen aufweist. Eine hohe
Mikroelastizitdt dagegen besitzt das Knochengewebe, mit einer groRen Menge an
Kollagen. Die meisten Arten des Korpergewebes liegen dazwischen, wie etwa Fett-,
Muskel- oder Lungengewebe [388]. Damit stehen vor allem das Aktinzytoskelett und
Myosin-ll im Zusammenhang, deren Knockout zu einem Verlust der Mechanosensitivitat
der Zelle fuhrt [49, 388]. Ein Effekt von mechanischen Stimuli auf Zellen ist unter
anderem die Deformation des Kerns [268]. Es gibt verschiedene Komplexe, die an der

Signaltransduktion von den Integrinen zum Kern beteiligt sind. Der bekannteste ist der
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linker of the nucleoskeleton and cytoskeleton-(LINK)-Komplex, der physikalische Stimuli
zwischen dem Zytoskelett und dem Nukleoskelett transferiert, was schlieBlich zu einer
Veranderung der Form des Nukleus fiihren kann [6, 145]. Ein weiterer Modulator des
Nukleus ist durch die Aktin-Myosin-Strukturen der Stressfasern reprasentiert. Elongierte
Zellen Uben durch das Aktin-Myosin-Skelett eine groRere Spannung aus und andern
somit auch die Form des Zellkerns [435]. Die Deformation des Kerns ist jedoch immer
abhangig vom Zytoskelett der Zellen und findet unter anderem bei der Elongation oder
Abflachung der Zelle, durch Engstellung in der ECM, die z. B. bei Metastasenbildung
passiert werden mussen, durch Myofibrill-Kontraktion der Muskelfasern oder wahrend
des Zellzyklus statt [204].

Die Mechanotransduktion ist auch fir Endothelzellen von essentieller Bedeutung. Es gibt
unterschiedliche mechanische Stimuli die Endothelzellen wahrnehmen und
transduzieren konnen, wie etwa das Dehnen der Gefalle oder der Blutfluss. Ein
laminarer Fluss flhrt beispielsweise zu Stressfaserbildung, geringere Proliferation und
Ausrichtung der Endothelzellen in Flussrichtung, wahrend ein gestorter Fluss den NF-
kB Signalweg aktiviert, die intercellular adhesion molecule-(ICAM)-1-Expression erhéht
und die Endothelzellen in verstarktem Male proliferieren lasst [134, 315]. Fir die
Umwandlung der mechanischen Stimuli in biochemische Signale exprimieren die Zellen
eine Reihe von Mechanosensoren. Zu ihnen zahlt das Priméarzilium, welches den
Blutfluss erkennt und zur Stimulierung des Ca?*-Signalwegs sowie zur Produktion von
Stickoxiden flhren kann [305, 428]. Ebenso vollziehen auch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) durch mechanische Stimuli eine Konformationsanderung [61].
lonenkanale selbst kénnen zudem mechanische Anderung der GefaRe oder des
Blutflusses aufnehmen und darlber aktiviert werden, zu ihnen z&hlen die Ca%*- und K*-
Kanale oder auch die Kationenkanale Piezo1 und Piezo2 [10, 134, 248]. Mechanische
Stimuli induzieren eine Reihe von Zellantworten in den Endothelzellen, unter anderem
die Aktivierung eines Proteinkomplexes bestehend aus platelet endothelial cell adhesion
molecule (PECAM1), VE-Cadherin und VEGFR2 [84, 134]. Deren Aktivierung induziert
Signalwege zu denen ERK [316], NF-kB und AKT zahlen [118, 426].

Die Veranderung der ECM-Zusammensetzung und der damit verbundene mechanische
Stimulus auf die Zelle hat zudem Einfluss auf Teile des Zell-Metabolismus. Der
Metabolismus kann durch eine Reihe von Signalen reguliert werden; dazu gehoéren
Hormone und andere extrazelluldre Faktoren, metabolische Enzyme und Transporter,
Wachstumsfaktoren sowie auch die weniger untersuchten extrazellularen,

mechanischen Stimuli [281, 360]. Eine Veranderung der ECM fuhrt beispielsweise zu
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einer Veranderung des Glukose-Metabolismus. Eine feste Umgebung inhibiert die
Degradation der Phosphofructokinase (PFK), einer Schlisselkinase der Glykolyse und
erhoht folglich den Abbau von Glukose. Eine weiche Umgebung dagegen flihrt zu einer
Degradation der PFK und damit zu einer geringeren Glykolyse-Aktivitat [323]. Aulerdem
kann auch die Lipid-Biosynthese durch die Beschaffenheit der ECM beeinflusst werden.
Eine Veranderung des Aktinmyosin-Zytoskeletts aufgrund mechanischer Stimuli fuhrt zu
einer Inhibition von Lipin-1 und folglich zu einer Aktivierung von sterol regulatory
element-binding protein-(SREBP)-Transkriptionsfaktoren, welche die Lipidsynthese
regulieren [359]. Es wurde zudem bereits publiziert, dass eine erhdhte ECM-Festigkeit
zu einer Verstarkten Translokation von Kindlin-2 fihrt und demzufolge zu einer
verstarkten  Prolin-Synthese und  Zellproliferation  [147].  Signalwege, die
bekanntermalien durch Zelldichte und Umgebungsfestigkeit reguliert werden, wie etwa
Yes-associated protein (YAP)/transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ)
oder myocardin related transcription factor A (MKL1)/serum response factor (SRF),
haben ebenfalls Einfluss auf den Metabolismus der Zellen [360]. Dies spielt vor allem in
der Tumorgenese eine essentielle Rolle, da die Veranderung der mechanischen
Beschaffenheit der ECM den Metabolismus sowohl in den Tumor- als auch den
Stromazellen verandert. So fordert die Sekretion von Aspartat durch CAFs die
Tumorzellproliferation, wahrend die Sekretion von Glutamat durch Tumorzellen das
Remodellieren der ECM durch CAFs reguliert. Diese Sekretion von Aminosauren wird
durch die Beschaffenheit des Stromas induziert [34]. Es werden demzufolge eine Reihe
metabolischer Signalwege von duf3eren Stimuli beeinflusst. Der Metabolismus der Zelle
selbst besteht aus einer Vielzahl von Proteinen, Organellen und Signalwegen, einer der

Masterregulatoren ist dabei die AMP-aktvierte Proteinkinase AMPK.

3.2.1 Der metabolische Masterregulator AMPK

Der Energiebedarf der Zellen steht unter einer strengen Regulation, da es essentiell flr
das Uberleben der Zellen ist, eine Balance zwischen Energiegewinnung und -verbrauch
herzustellen. Einer der wichtigsten Regulatoren dieser Energichomdostase ist AMPK.
Diese Serin/Threonin-Kinase wurde zunachst als Protein zur Regulation der Aktivitat der
Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) entdeckt [58]. Das Protein ist ein Heterotrimer und
besteht aus einer katalytischen (a-Untereinheit) und zwei regulatorischen Untereinheiten
(B- und y-Untereinheit) (Abb. 2). In Vertebraten kénnen diese Untereinheiten (UE) in
unterschiedlichen Isoformen auftreten (a1, a2, 1, B2, y1, y2, y3) und sind beliebig

kombinierbar [362, 394, 418]. Die a-UE besitzt eine Kinase-Domane sowie das zur
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Aktivierung notwendige Threonin-(Thr)-172. Die B-UE dagegen besitzt das
Kohlenhydrat-Bindemodul, welches die Bindung von AMPK mit Glykogen erlaubt [167,
187]. Die y-UE ist entscheidend fur die AMPK-Aktivitat, da es vier Cystathionin-§-
Synthase-Domanen zur Bindung von AMP enthalt [456].

LKB1 CAMKK2
Thr172
®)
Kinase- By-Binde-
a-UE N { Domidne Al doméne }C
& ay-Binde-
B UE N { CEM domane }C
y-UE N —[g;"’;i: cBs1| | cBs2| |cBs3| |ces4 C
QI U R T A () :
L
|
—— AMPK —
Katabolische Prozesse Anabolische Prozesse
- Glukosemetabolismus ¢ | - Lipidsynthese
- Autophagie - Gluconeogenese
- Lipidoxidation - Proteinsynthese

Abbildung 2: Die Struktur der AMP-Kinase. Das AMPK-Protein besteht aus drei
Untereinheiten. Die a-UE besitzt eine Kinasedomane mit der Thr172-Phosphorylierungsstelle, die
autoinhibitorische Domane (AID) und die By-Bindedoméane. Die B-UE besteht aus einem
Kohlenhydrat-Bindemodul (CBM) und einer ay-Bindedoméane. Die y-UE besteht aus einer -
Bindedomane und vier Cystathionin-B-Synthase-Domanen zur Bindung von AMP. Die Aktivierung
der AMPK kann tber LKB1 oder CAMKK2 durch Phosphorylierung des Thr172 erfolgen. Die
Funktionen der Kinase sind die Inhibierung anabolischer Prozesse und die Stimulierung
katabolischer Prozesse. Erstellt nach Herzig et al. [167].

AMPK qilt als Sensor des Verhaltnisses von AMP zu ATP in den Zellen und die Bindung
von AMP kann die Aktivitdt der AMPK verstarken. Diese Verstarkung erfolgt unter
anderem durch Stimulierung der Thr172-Phosphorylierung [159], durch den Schutz der
Thr172-Phosphorylierung nach AMP-Bindung [1] und durch allosterische Aktivierung
[139]. Die Phosphorylierung von Thr172 an der a-UE ist essentiell fir die Aktivierung und
kann auf unterschiedliche Art erfolgen. Die fur einen Grofteil der Aktivierung unter
Energiestress verantwortliche Kinase ist der Tumorsuppressor Liver Kinase B1 (LKB1)
[451]. LKB1 ist eine Serin/Threonin-Kinase, die ubiquitar exprimiert wird und erstmals im
Zusammenhang mit dem Peutz-Jeghers-Syndrom publiziert wurde [206]. Sie ist nicht
nur in der Regulation von AMPK, sondern auch an weiteren metabolischen Signalwegen
sowie an der Kontrolle des Zellwachstums und der Zellpolaritat involviert. Eine Mutation
oder Fehlregulation des LKB1-Signalwegs ist typisch in einigen Tumorarten, wie etwa
dem Zervixkarzinom [449] und dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom [131]. Eine
weitere Mdglichkeit der AMPK-Aktivierung ist durch die Ca*'/calmodulin-dependent
protein kinase kinase (CAMKK) gegeben. Diese Kinase wird durch eine erhdhte

intrazellulare Ca?*-Konzentration aktiviert und kann AMPK am Thr172 phosphorylieren
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und somit aktivieren [167]. Es gibt zwei Isoformen dieser Kinase, a und B, es wurde
jedoch bereits publiziert, dass CAMKKB/CAMKK2 die entscheidende Rolle bei AMPK-
Aktivierung spielt [158]. Diese Art der Aktivierung erfolgt beispielsweise nach Ablésen

der Zellen von ihrer Matrix [406], bei Hypoxie [298] oder bei Aminosauremangel [133].

Die Funktionen von AMPK sind vielseitig und dienen dem Ziel der Inhibition
anabolischer, Energie-verbrauchender Prozesse und der Stimulierung katabolischer,
Energie-herstellender Prozesse [167]. AMPK inhibiert die Lipid- und Sterolsynthese
durch Phosphorylierung und somit Inaktivierung der ACC und der HMG-CoA Reduktase
(HMGCR). Wahrend der Fettsaurebiosynthese katalysiert ACC die Carboxylierung von
Acetyl-CoA in Malonyl-CoA unter Verwendung von ATP [442] und gehért somit zu den
anabolischen Prozessen. Zudem verhindert AMPK die Synthese von Glykogen durch
die inhibitorische Phosphorylierung der Glykogen-Synthasen GYS1 und GYS2 [48].
Diese Inaktivierung fuhrt zu einem Wechsel von der ATP-verbrauchenden
Glykogensynthese zur Glykolyse. AMPK kann zudem Stoffwechselwege durch
transkriptionelle Inhibition beteiligter Proteine regulieren, wie etwa die Glukoneogenese
[283, 377]. Neben den inhibitorischen Funktionen besitzt AMPK auch aktivierende
Funktionen speziell auf katabolische Prozesse, wie etwa den Abbau von
Makromolekilen zur Energiegewinnung Uber den Prozess der Autophagie [167]. Die
Kinase stimuliert zudem die Aufnahme und Nutzung von Glukose durch
Phosphorylierung und anschlieRender Degradation von Proteinen die einen negativen
Einfluss auf den Glukosetransport besitzen [66, 455]. Zusatzlich fordert AMPK die
Glykolyse durch Phosphorylierung des Glykolyse-limitierenden Proteins 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase 3 (PFKFB3) [20, 167]. Neben dem
Einfluss auf den Glukosehaushalt reguliert AMPK zudem die Lipidspeicherung unter
anderem durch aktivierende Phosphorylierung von adipose triglyceride lipase
(ATGL/Desnutrin), welche die Lipolyse erhoht und Fettsauren freisetzt [4]. Neben den
katabolischen und anabolischen Signalwegen reguliert AMPK Signalwege, die am
Zellwachstum beteiligt sind; zu ihnen gehdren der Hippo-Signalweg [291], der Hh-
Signalweg [252], der p53-Tumor-Suppressor-Signalweg [208] sowie der JAK/STAT-
Signalweg [363].

AMPK hat weiterhin einen wichtigen Einfluss auf die Mitochondrien, etwa auf deren
Biogenese. Mitochondrien werden fir die aerobe ATP-Gewinnung bendtigt. Bei einem
niedrigen ATP-Level wachsen und teilen sich bereits existierende Mitochondrien fir
einen ATP-Ausgleich. Die Aktivierung von AMPK fuhrt zu einer erhéhten Mitochondrien-

Biogenese, zum einen Uber die Aktivierung von nuclear respiratory factor-1 (NRF-1),
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einem Faktor, der unter anderem die Transkription von mitochondrialen Proteinen
reguliert [31], zum anderen Uber die Regulierung von peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1a (PGC1a), der als Masterregulator der Mitochondrien-
Biogenese gilt [257]. Eine gain-of-function-Mutation in der AMPKy-UE ist in der Lage,
die Expressionsrate von PGC1a drastisch zu erhéhen [126]. Zusatzlich gibt es einige
indirekte Mechanismen, tber die AMPK PGC1a regulieren kann, wie etwa p38-MAPK,
Histon Deacetylase-(HDAC)-5 oder silent mating type information regulation 2 homolog
(SIRT1) [167]. Die Mitochondrien sind dynamisch und kénnen sich sowohl teilen also
auch miteinander fusionieren. Die Morphologie der Mitochondrien hat Einfluss auf deren
Funktion, wie etwa die Produktion von ATP unter Energiemangel [420]. Diese Dynamik
wird unter anderem durch AMPK reguliert, das mitochondrial fission factor (MFF)
phosphorylieren kann, dem Rezeptor von dynamin-related protein 1 (DRP1), welches
die Teilung der Mitochondrien steuert [422]. Aufgrund der Beteiligung von AMPK an einer
hohen Zahl metabolischer Signalwege kann das Protein in vielen Krankheiten, wie etwa
Diabetes, Fettleibigkeit, kardiometabolische Krankheiten oder Krebs, fehlerhaft reguliert
sein [468].

3.2.2 AMPK und ihr Gegenspieler mTOR

Eines der wichtigsten Gegenspieler der AMPK ist das Protein mechanistic target of
rapamycin (mTOR). Wahrend AMPK anabolische Prozesse inhibiert, férdert mTOR
diese [167]. mTOR ist eine Serin/Threonin-Kinase aus der Familie der
phosphatidylinositol kinase-related kinases (PIKK) [214] und bildet eine Untereinheit von
zwei unterschiedlichen Proteinkomplexen mTORC1 und mTORC2 [263]. Die
Hauptkomponenten von mTORC1 sind hierbei mTOR, regulatory protein associated with
mTOR (RAPTOR) und mammalian lethal with Sec13 protein 8 (mLST8), wahrend
mMTORC2 ebenfalls aus mMTOR und mLST8 besteht, aber statt RAPTOR die Untereinheit
rapamycin insensitive companion of mTOR (RICTOR) besitzt [137]. Der Komplex
mTORC1 wird in der Regel durch Aminosauren in Kombination mit Wachstumsfaktoren
aktiviert. Die Verfugbarkeit von Aminosduren wird durch RAG-GTPasen erfasst, was zu
einer Bindung an mTORC1 fihrt und dessen Translokation zum Lysosom fordert [23].
Bei Aminosauremangel bleibt der RAG-Heterodimer in seiner inaktiven Form und ist
somit nicht in der Lage, die Relokalisation von mTORC1 zu stimulieren. Es rekrutiert
aullerdem tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), ein negativer Regulator des mTORCH1,
zu den Lysosomen [95]. Neben der Lokalisation des mTORC1-Komplexes an die

Lysosomen wird durch Wachstumsfaktoren das lysosomale G-Protein RAS homolog
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enriched in brain (RHEB) aktiviert, welches schlielich fur eine vollstandige Aktivierung
des mTORC1 sorgt [264].

Die Funktion des mTORC1 im Kontrast zu AMPK besteht in der Stimulierung von
anabolischen Prozessen, wie etwa die ribosomale Biogenese oder die Protein-/Lipid-
/Nukleotid-Synthese fiur das Zellwachstum, und in der Inhibition von katabolischen
Prozessen, wie der Autophagie [29]. Der mTORC1-Komplex stimuliert speziell die
Synthese von Proteinen des schnellen Zellwachstums durch Phosphorylierung von zwei
entscheidenden Komponenten der mRNA-Translation: Die p70S6-Kinase 1 (S6K1) und
das elF4E-Bindeprotein (4EBP) [137]. Dieser Prozess verbraucht etwa 20 % der
Gesamtenergie der Zelle und gehdrt somit zu den energiereichsten Prozessen [52].
Zudem stimuliert mTORC1 die Lipidsynthese durch Aktivierung des sterol regulatory
element binding protein-(SREBP)-Transkriptionsfaktors [107]. mTORC2 dagegen
reguliert die Neuordnung des Zytoskeletts, die Proliferation sowie das Uberleben der
Zellen durch die aktivierende Phosphorylierung von Mitgliedern der AGC-Kinase-
Familie, wie etwa Proteinkinasen B und C (PKB, PKC) oder der Serum/glucocorticoid-
regulated kinase (SGK) [92, 137]. Fur die Zelle ist es entscheidend bei Energiemangel
die anabolischen Prozesse zu blockieren, was unter anderem uber die Inhibition des
mTORC1-Komplexes durch AMPK erfolgt. Es sind zwei unterschiedliche Mechanismen
dieser Inhibition bekannt: Die Phosphorylierung des RAPTOR-Komplexes am Serin-
(Ser)-722 und Ser792 [149] sowie die aktivierende Phosphorylierung des TSC2 am
Thr1271 und Ser1387 [197]. Der Einfluss von mTORC1 auf AMPK ist noch
weitestgehend ungel6st. Ling et al. postulieren eine Herunterregulierung des AMPK-
Signalwegs durch Phosphorylierung von mTORC1 an Ser347/Ser345, wodurch die
aktivierende Phosphorylierung der AMPK am Thr172 reduziert wird [258]. Weitere
direkte Regulationen sind nicht bekannt, AMPK kann jedoch indirekt durch die
Wachstumsfaktoren der mTORC1-Aktivierung herunterreguliert werden, wie etwa durch

Insulin-aktivierende Proteine [175].

3.2.3 AMPK und der Hh-Signalweg

Der Hh-Signalweg ist entscheidend fir die embryonale Entwicklung sowie die Regulation
der Energiereserven. Es gibt mehrere Komponenten, die den Hh-Signalweg mit dem
Metabolismus der Zelle verbinden. Zum einen kann der Zellmetabolismus den Hh-
Signalweg regulieren, der Hh-Signalweg selbst ist jedoch auch ein Regulator des

Metabolismus. In der Leber reguliert er Prozesse wie etwa die Entgiftung oder den
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Energiemetabolismus und hat somit auch Einfluss auf die Verdauung [414]. Der
kanonische Hh-Signalweg kann die Glykolyse in Lebersternzellen (HSCs) férdern [72],
reguliert die insulin-like growth factor 1-(IGF-1)-Homobostase [275] und reprogrammiert
die Stromazellen Uber die Tumorzellen des hepatozellularen Karzinoms (HCC) zur
Induktion des Warburg-Effekts [63, 328]. Im Pankreas kann der Hh-Signalweg die
Insulintranskription und -sekretion regulieren [417]. In Muskeln und adipésem Gewebe
ist der Hh-Signalweg in der Lage, die Adipogenese in weilten Adipozyten-Vorlauferzellen
zu inhibieren [403] sowie die Myogenese zur Regeneration von Muskelzellen zu
aktivieren [402]. Der Signalweg ist zudem in der Lage, den Energiemetabolismus Uber
eine nicht-kanonische Aktivierung von AMPK (iber den Ca?*-Einstrom und somit der
Aktivierung von CAMKK2 zu regulieren [414]. Im Gegensatz dazu kann AMPK glioma-
associated oncogene homolog-(GLI)-1 an Ser408 phosphorylieren und damit sowohl die
Stabilitat des Proteins als auch dessen transkriptionelle Aktivitat reduzieren [252].
Zusatzlich kann AMPK die Translokation von GLI1 in den Nukleus inhibieren und seine
Interaktion mit der E3-Ubiquitin-Ligase beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin
protein ligase (B-TrCP) und somit den Abbau des Proteins férdern [480]. Diese
inhibitorischen Funktionen der AMPK auf den Hh-Signalweg wurden jedoch
ausschlielich in Tumoren, wie etwa dem Medulloblastoma oder dem HCC

nachgewiesen [99, 460].

3.2.4 Der Prozess der Autophagie

Zur Energiegewinnung wahrend Nahrstoffarmut wird neben anderern katabolischen
Prozessen auch die Autophagierate durch AMPK erhoht. Autophagie ist ein Prozess, in
dem Makromolekiile, Proteine und auch Organellen von der Zelle selbst verdaut werden
und der somit als Lieferant fur Nahrstoffe und Energie fungiert. Die Zellen besitzen ein
Basallevel an Autophagie, um eine Balance zwischen Recycling und Metabolismus
aufrecht zu erhalten. Dieses Basallevel kann aber z. B. durch Nahrstoffarmut, oxidativen
Stress, Hypoxie oder mikrobielle Infektionen erhéht werden [347]. Man unterscheidet
zwischen  Mikroautophagie, Chaperone-induzierter  Autophagie (CMA) und
Makroautophagie (Abb. 3). Mikroautophagie ist die direkte Aufnahme von Proteinen und
Organellen in das Lysosom [250]. Chaperone-induzierte Autophagie wird durch heat
shock protein-(HSP)-70 initiilert. Es erkennt eine bestimmte Aminosauresequenz
(KFERQ) in Proteinen und transportiert diese zum Lysosom [75, 136]. Diese Art der
Autophagie ist hochspezifisch und ausschlie3lich Proteine mit der Zielsequenz kénnen

damit abgebaut werden.
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Der Prozess der Makroautophagie, im Folgenden als Autophagie bezeichnet, ist im
Gegensatz zu den anderen Autophagieformen komplexer. Er besteht aus der Bildung
von Autophagosomen, Fusion zu Autolysosomen und schliel3lich Degradation. Viele
Details der Formierung der Autophagosomen ist noch unklar, es wurde jedoch bereits
gezeigt, dass die konservierte Gruppe der autophagy-related-(ATG)-Proteine eine
essentielle Rolle spielen [278]. Die Initierung der Formierung vom Vorlaufer des
Autophagosoms, der pre-autophagosomal structure (PAS), findet in vielen Fallen am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Dort akkumulieren Unc-51 like autophagy
activating kinase-(ULK)-Komplexe, die wiederum den class /Il phosphatidylinositol 3-
phosphate-(PI(3)P)-kinase-Komplex und weitere ATG-Proteine rekrutieren [201]. Der
P1(3)P-Komplex besteht unter anderem aus Phosphatidylinositol-3 Kinase (VPS34) und
Beclin-1, deren Aktvierung vor allem fiir die Vesikel-Nukleation essentiell ist [15]. Es gibt
Hinweise, dass fiur die Entstehung der Doppelmembran der Autophagosomen unter
anderem die ATG9-Vesikel [212] sowie die COPII-Komplexe [381] beteiligt sind. Das
Protein light chain-(LC)-3 ist wichtig fur die Membrandynamik und Elongation des
Autophagosoms und wird zunachst als Vorlauferprotein, pro-LC3, synthetisiert, um
anschliefend durch die Cystein-Protease ATG4 am C-Terminus in die LC3-l Form
gespalten zu werden [409]. Es folgt eine Lipidierung des LC3-l in seine LC3-Il Form unter
anderem durch ATG16L, welches schlieRlich an die Membran des reifenden
Autophagosoms binden kann [123]. Die Autophagosomen schlieflen ihre Membran
mithilfe des endosomal sorting complex required for transport-(ESCRT)-Komplexes
[408], was mit einer morphologischen Veranderung von einer elliptischen zu einer
spharischen Form einhergeht. Nach Elongation und Reifung des Autophagosoms wird
dieses zum Lysosom transportiert, wo es zum Autophagolysosom fusioniert. Dieser
Prozess ist ahnlich komplex wie die Bildung des Autophagosoms und eine Reihe von
Proteinen ist beteiligt. Einige der essentiellen Proteine sind dabei die GTPase RAB7, der
homotypic fusion and protein sorting-(HOPS)-Komplex und pleckstrin homology domain
containing protein family member 1 (PLEKHM1). Die Fusion findet dabei durch
Interaktion von PLEKHM1 mit RAB7, dem HOPS-Komplex sowie dem LC3 der
Autophagosomen statt. Lediglich LC3-positive Autophagosomen sind in der Lage, mit
Lysosomen zu fusionieren [277]. AbschlieRend folgt die Degradation des Inhalts und

somit der Gewinnung von Nahrstoffen und Energie flr die Zellen.
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Abbildung 3: Die unterschiedlichen Varianten der Autophagie. Innerhalb der Zelle kann
zwischen drei Formen der Autophagie unterschieden werden. Bei der Mikroautophagie werden
Proteine direkt in das Lysosom internalisiert und abgebaut. Bei der Chaperon-induzierten
Autophagie werden nur Proteine mit einer spezifischen Sequenz (KFERQ) durch HSP70 zum
Lysosom transportiert und abgebaut. Bei der Makroautophagie werden Proteine und Organelle
durch die Bildung eines Autophagosoms zum Lysosom transportiert. Die darauffolgende
Verschmelzung zu einem Autolysosom flhrt schliellich zum Abbau. Enthommen aus Ho et al.
[174]

AMPK ist fur die Autophagie in unterschiedlicher Art und Weise von Bedeutung.
Zunachst inhibiert AMPK seinen Gegenspieler mTORC1; dies fuhrt schlief3lich zu einer
Blockierung der inhibitorischen Phosphorylierung des Proteins ULK1 durch mTORCH1,
welche essentiell fir die Induktion der Autophagie ist [62]. mTORC1 besitzt zudem eine
inhibitorische Wirkung auf weitere Proteine der Autophagie, wie etwa ATG14L [324] und
ATG13 [338], welche ebenfalls durch mTOR-Inhibierung Uber AMPK aktiviert werden.
AMPK kann ULK1 auch direkt aktivieren, indem es dieses an Ser467, Ser555, Thr574
und Ser637 phosphoryliert [217]. AMPK hat auerdem Einfluss auf weitere wichtige
Proteine der Autophagie, wie etwa ATG9 [447], VPS34 [216], Beclin-1 [478] und receptor
for activated C kinase 1 (RACK1) [487]. Neben der Regulierung der Autophagie auf
Proteinebene, besitzt AMPK auch indirekten Einfluss auf der Transkriptionsebene. Es ist
in der Lage, Mitglieder der Forkhead-Box-O-(FOXO)-Familie von Transkriptionsfaktoren
zu phosphorylieren, welche unter anderem fir die Expression von Autophagie-

relevanten Genen verantwortlich sind [142].
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Der Prozess der Autophagie ist nicht nur in normalem Gewebe von Bedeutung, er spielt
auch in verschiedenen Tumorarten, neurodegenerativen Erkrankungen und in
Entzindungserkrankungen eine essentielle Rolle [77]. In Tumoren kann Autophagie zum
einen als Uberlebensmechanismus unter nahrstoffarmen Bedingungen fungieren, aber
auch den Zelltod einleiten und hat somit gegensatzliche Auswirkungen. Das Autophagie-
fordernde Protein Beclin-1 beispielsweise gilt als Inhibitor der Tumorgenese in
Brustkrebst [253]. In Tumoren sind bereits eine Reihe von Mutationen in Autophagie-
relevanten Proteinen bekannt [289]. Es konnte jeweils eine Mutation, die eine
Leserasterverschiebung verursacht, in ATG2B, ATG5, ATG9B und ATG712 im
Kolorektal- und Magenkrebs entdeckt werden [211].

3.2.5 Funktion und Aufbau von fokalen Adhasionen (FA)

Es gibt eine Reihe von Signalwegen, die durch eine Veranderung der ECM reguliert
werden. Um solche extrazellularen Signale aufnehmen zu kénnen, besitzen Zellen
verschiedene mechanosensitive Rezeptoren innerhalb ihrer Membran, wie etwa
Proteoglykane (CD44, Syndecane) oder Glykoproteine (CD36, Integrine) [164]. Die
Hauptrezeptoren der Mechanotransduktion sind dabei die Integrine, heterodimere
Transmembranproteine, bestehend aus einer a- und einer B-UE. In Sdugetieren gibt es
insgesamt 18 a- und acht B-UE, die zu 24 verschiedenen Integrinen kombiniert werden
kénnen und somit unterschiedliche Teile der ECM erkennen [191]. Sowohl die a- als
auch die B-UE besitzt eine extrazellulare Domane, eine Transmembrandomane sowie
einen kurzen zytoplasmatisch lokalisierten Teil. Es gibt dabei zwei Arten der a-UE,
diejenigen mit einer inserted oder auch al-Doméane und die ohne al-Domane [243].
Dieser Bereich der UE ist entscheidend flr die Ligandenbindung [112]. Untereinheiten,
die eine al-Domane besitzen, binden den Liganden dort, wahrend UE ohne al-Doméane
den Liganden am Kopfteil, der Verbindung zwischen a- und B-UE binden [55]. Zur
Regulierung der Ligendenaffinitat kommen Integrine in verschiedenen Formen vor: bent
closed (BC), extended closed (EC) und extended opened (EO). In ihrer BC-Form
befinden sich die extrazellularen Domanen der UE in starkem Kontakt und bilden ein
nach unten gebeugtes V; in dieser Form besitzt das Integrin eine geringe Affinitat [459].
Kommt es zu einer Konformationsanderung, verandert sich der Winkel der ,Beinregion®
der Integrine von gebeugt zu ausgestreckt. Die ligand-binding metal ion-dependent
adhesion site (MIDAS) in der BI-UE reorganisiert sich und die Integrine besitzen eine

intermediare Ligandenaffinitdt. Die Bewegung der BI-UE mit dem Kopfteil der a-UE
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verstarkt die Ligendenaffinitdt um ein Vielfaches und wechselt die Konformation in die
EO-Form [457].

Nach der Bindung der Liganden werden eine Reihe von Proteinen an den
zytoplasmatischen Teil der Integrine rekrutiert, unter anderem Kindlin, Talin und Vinkulin,
die sowohl fir die Integrin-Aktivierung als auch fiir die Vernetzung zum Aktinzytoskelett
verantwortlich sind (Abb. 4). Dies erfolgt wahrend der Bildung der zunachst relativ
kurzlebigen nascent adhesions (NA) im Lamellipodium [16]. Auch die fokale
Adhasionskinase FAK spielt in den NAs eine entscheidende Rolle, sie ist verantwortlich
fur die Aktindynamik durch Verstarkung der durch den actin related protein-(ARP)-2/3-
Komplex gesteuerten Aktinpolymerisierung [374]. Wahrend viele der NAs schnell
abgebaut werden, kénnen einige zu gréReren FA reifen. Dieser Prozess ist Myosin-I
abhangig und involviert unter anderem a-Actinin fur Aktin-Bindelung und Vernetzung
[78]. Der zytoplasmatische Teil der Integrine selbst besitzt keine Aktin-Bindestellen und
ist daher auf Proteine wie Talin oder Vinkulin angewiesen, um eine Verbindung zwischen
der ECM und dem Aktinzytoskelett herzustellen. Diese Proteine bilden den molecular
clutch, in dem Talin sowohl Integrin als auch das Aktinzytoskelett bindet und durch
Vinkulin verstarkt wird. Weiter Proteine wie etwa Kindlin oder a-Actinin sind ebenfalls
Teile des clutch. Auf festem Untergrund wird die Talin-Bindung durch Vinkulin verstarkt.
Dies geschieht nicht auf weichem Untergrund, so dass die Ubermittelte Kraft gering ist
[110, 405]. Dieser molecular clutch ist ein Teil des sogenannten Integrin-Adhdsoms,
welches aus hunderten von Proteinen zusammengesetzt ist. Es wird davon
ausgegangen, dass die Interaktion der Proteine innerhalb des Adhdsom zum einen flr
die mechanischen Eigenschaften und die Struktur der Zelle verantwortlich ist und zum
anderen fur die Signalaktivitat. Diese besteht in dem Erfassen von mechanischen und
chemischen Signalen aul3erhalb der Zelle und einer entsprechenden Reaktion innerhalb
der Zelle durch Aktivierung von Signalwegen zur Regulation der Zelldynamik, des
Zellverhaltens oder der Zellstruktur [450].
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Abbildung 4: Der Aufbau von fokalen Adhasionen. FAs bestehen in der Regel aus der a und
B-UE der transmembranen Integrine. Diese interagieren nach ihrer Aktivierung durch Bindung
von ECM-Komponenten mit einer Reihe von Proteinen. Zu diesen Proteinen gehoéren
beispielsweise Talin, Vinkulin und a-Actinin zur Polymerisierung und Vernetzung von F-Aktin,
sowie FAK, Src und auch Paxillin als Adaptormolekiile und Singalwandler. Entnommen aus von
Mitra et al. [288].

Eine der ersten untersuchten Komponenten des Integrin-Signalwegs ist FAK. FAK ist
eine nichtrezeptor-Tyrosinkinase, die in den meisten Zelltypen exprimiert wird und
hauptsachlich an den FA lokalisiert ist (Abb. 4). Ihre Funktion kann in Kinase-abhangig
und Kinase-unabhangig eingeteilt werden. Die Kinase-unabhangigen Funktionen
werden als Stressantwort aktiviert. FAK akkumuliert im Nukleus und kann die
Degradation von p53 durch Interaktion mit der Ubiquitinligase murine double minute-2
(Mdm2) initiieren. Dies flhrt zu einer verbesserten Proliferation und dem Uberleben der
Zellen unter Stressbedingungen [255]. Die Kinase-abhangigen Funktionen finden zu
einem grofRen Teil an den FAs statt. Der N-Terminus von FAK ist in der Lage, an der [3-
UE des Integrins zu binden [368]. Die Integrin-Verbindung fuhrt zu einer Dimerisierung
der FAK-Proteine und einer anschlieRenden Autophosphorylierung am Tyrosin-(Tyr)-
397 [41]. Durch die Autophosphorylierung folgt einer Rekrutierung der Src-Kinase, die

wiederum weitere Phosphorylierung an Tyrosinen wie etwa 407, 576 und 577 des FAK
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durchfihrt. [53] FAK selbst spielt beispielsweise bei der Motilitat und Migration von Zellen
eine Rolle, es agiert hierim Zusammenhang mit Talin und den Integrin-Komplexen [239].
Es ist auRerdem in die Wundheilung und die pathologische Fibrose einiger Gewebe
involviert [229]. Die Kinase besitzt auch essentielle Funktionen bei der Invasion von
Tumorzellen und ist in vielen Tumorarten wie etwa im Ovarialkarzinom,
Prostatakarzinom oder Kolonkarzinom Gberexprimiert [157, 390]. Zudem gibt es neben
FAK auch eine Anderung der exprimierten Integrin-UE in onkogenetisch transformierten
Zellen, was schliel3lich nachgeschaltete Signalwege moduliert und somit die Progression
der Neoplasie fordert [336]. Diese Anderung wird unter anderem durch onkogene
Signalwege induzert, wie etwa der durch KRAS stimulierte MEK-ERK Signalweg [452].
Ahnlich der FAK besitzen einige Integrine eine tumorférdernde Wirkung, wie etwa die
B1-[117, 282] oder p4-UE [475].

3.2.6 Regulierung von YAPITAZ und MKL1/SRF durch
Mechanotransduktion

Es gibt eine Reihe von Proteinen und Signalwegen, die Uber die Zelldichte und ECM-
Zusammensetzung reguliert werden kénnen. Zwei hiervon sind die transkriptionellen
Koregulatoren YAP und TAZ, welche vor allem fir Zellproliferation, Uberleben und
Migration wichtig sind [280]. Sie koénnen die Transkription von Zielgenen im
Zusammenhang mit den DNA-bindenden TEAD/TEF-Transkriptionsfaktoren aktivieren
[432]. Einer der wesentlichen negativen Regulatoren der YAP/TAZ-Aktivitat ist der
Hippo-Signalweg. Hierbei sind vor allem zwei Kinasen entscheidend, macrophage
stimulating 1/2 (MST1/2) und large tumor suppressor kinase 1/2 (LATS1/2). MST1/2
stimuliert hierbei die Kinaseaktivitat von LATS1/2, welche letzten Endes YAP und TAZ
phosphoryliert und somit inhibiert [280]. Eine der wichtigsten Eigenschaften dieser
Regulatoren ist die Lokalisation aus dem Zytoplasma in den Nukleus nach Aktivierung
[320]. Diese Relokalisation kann durch eine Reihe von mechanischen Stimuli ausgeldst
werden, unter anderem durch die Verhartung der Umgebung/ECM, eine breite Flache
zum Anhaften der Zellen [106] oder geringe Zelldichte [481]. Das Erfassen dieser Stimuli
und somit der Aktivierung von YAP/TAZ kann unter anderem durch Integrin-Adhasionen
initiiert werden, was unter anderem Uber den FAK-Src—PI3K erfolgt [219]. Es ist jedoch
noch unklar, ob YAP hierflr an den FA lokalisiert oder nicht [109].

Ein weiterer Signalweg, der vor allem durch Veranderungen des Aktinzytoskelett
beeinflusst wird, ist der MKL1/SRF-Signalweg. Ahnlich den Transkriptionsfaktoren YAP
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und TAZ ist auch die Lokalisation des MKL1 innerhalb der Zelle wichtig flr dessen
Funktion. Unter normalen Bedingungen ist MKL1 im Zytoplasma an G-Aktin gebunden.
Durch mechanische Stimuli, wie etwa die Verhartung des Gewebes, polymerisiert das
Aktin und MKL1 kann dabei seine Bindung zu G-Aktin I6sen [173]. Nach der Befreiung
des MKL1 wird das nuclear localization signal (NLS), welches in der Aktinbindedomane
lokalisiert ist zuganglich [171]. MKL1 akkumuliert daraufhin verstarkt im Nukleus und
kann dort als Koaktivator des SRF die Expression von Zielgenen regulieren [286]. Diese
sind unter anderem Aktin, Vinkulin und SRF selbst [431]. Beide Signalwege, YAP/TAZ
und MKL1/SRF, kénnen daher Uber den Prozess der Mechanotransduktion mit einer

Aktivierung nach Verhartung der ECM in Verbindung gebracht werden.

3.2.7 Mechanotransduktion im Tumorstroma

Die Veranderung des Stromas wahrend der Tumorgenese ist ein entscheidender
Prozess vor allem bei soliden Tumoren wie etwa dem Pankreas- oder dem
Lungenkarzinom. Das Vernetzen und die damit einhergehende Verhartung der ECM
unter anderem durch CAFs hat eine groRe Auswirkung auf die Zellen des Tumors und
des Stromas. Eine feste Umgebung reguliert die Phosphorylierung von FAK, die Aktivitat
von MAPKs und Rho-GTPasen, sowie die Aktivierung der Integrine [373]. Die
Kollagenvernetzung férdert zudem FAs und Mechanorezeption in Stromazellen, was mit
einer erhdhten Integrin-Signallbertragung einhergeht [245]. Es wurde bereits gezeigt,
dass die ECM im Zusammenhang mit vielen Schllisselkennzeichen von Tumoren steht.
Durch einen verstarkte Aktivierung des Integrin-Signalwegs werden beispielsweise der
ERK- und PI3K/AKT-Signalweg stimuliert, was eine erhoéhte Proliferation, eine
Regulation der Zellapoptose sowie die Férderung der EMT zur Folge hat [244, 334, 341].
Eine verstarkte Mechanorezeption supprimiert zudem die Proteine p21 und p53 und
erleichtert somit die Zellzyklusprogression [220]. Die Festigkeit der ECM fordert
aullerdem die Bildung von Invadopodien in Tumorzellen. Diese Zellprotrusionen werden
mithilfe von FAs und Integrinen gebildet und stimulieren die Invasion und
Metastasenbildung des Tumors [322]. Die Zusammensetzung des Stromas besitzt
zudem Einfluss auf das Immunsystem, speziell die Makrophagen. Eine feste ECM fordert
die Differenzierung zu M2-Makrophagen, die bekanntermaf3en tumorférdernd sind [327].
Der Prozess der Mechanotransduktion ist somit in Tumoren essentiell und fur viele

Bereiche der Tumorprogression notwendig.
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3.3 Der Hedgehog-Signalweg

Der Hh-Signalweg ist evolutionar konserviert und reguliert unter anderem die
Gewebsmusterung in der Embryogenese sowie die Regenerierung und Homoostase von
Geweben in adulten Organismen [387]. Er wurde erstmals von den beiden Forschern
Nusslein-Volhardt und Wieschaus in Drosophila melanogaster entdeckt. Sie konnten
eine Veranderung der Segmentierung von Drosophila-Larven nach Mutation im
hedgehog-(hh)-Genlokus nachweisen [310]. Diese Mutation fuhrt zu dem typischen,
stacheligen Phanotyp der Larve und somit auch zu dem Namen, hedgehog. In
Saugetieren sind drei Homologe des hh-Liganden von Drosophila zu finden: Indian
Hedgehog (/HH), Desert Hedgehog (DHH) und Sonic Hedgehog (SHH) [108, 270].

DHH ist dabei am wenigsten untersucht und nur in bestimmten Geweben anzutreffen.
Es besitzt eine essentielle Funktion in der Spermatogenese von Saugetieren, unter
anderem in der Keimzell-Proliferation [39]. Es ist auBerdem an der Regulation der
Aktivierung von Endothelzellen sowie der Integritat von deren Verbindungen (junctions)
in adulten Saugetieren beteiligt. [56, 64]. In der Embryonalentwicklung spielt es im
Zusammenhang mit den Primarzilien in der Remodellierung der Herzklappen eine Rolle
[124]. IHH ist ebenfalls nur in bestimmten Geweben anzutreffen, wobei frihe
Expressionsstudien zwei wesentliche IHH-Lokationen zeigten: Das Endoderm des
Darms und das Knorpelgewebe [38]. IHH ist dabei vor allem essentiell in der Skelett-
Morphogenese, speziell in der Reifung von Chondrozyten [398]. Im Gegensatz zu IHH
und DHH ist die Expression von SHH weiterverbreitet und dessen Funktionen in der
Embryogenese sind vielfaltiger. Es ist unter anderem an der Links-Rechts Asymmetrie
[247], der Zahnentwicklung [154], der Morphogenese von Haarfollikeln [397] und der
Ausbildung des zentralen Nervensystems [108, 358] beteiligt.

Der Hh-Signalweg besitzt auch in adulten Organismen wichtige Funktionen. Er wird
beispielsweise bei der Wundheilung induziert, da ein aktiver Signalweg die Proliferation
der Zellen férdert [240]. Die Aktivierung des Signalwegs ist aulerdem in einigen
Organen, wie etwa dem Gastrointestinaltrakt [427], dem Pankreas [116] oder der Lunge

[330] zur Regeneration notwendig.
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3.3.1 Das Primarzilium als Hh-Signalwandler

Das Primarzilium ist eine 1-10 um lange, zelluldre Antenne, die auf den meisten
eukaryotischen Zellen zu finden ist und als Sensor und Signalwandler fungiert [44]. Es
handelt sich dabei um eine Zellprotrusion, die aus einem Mikrotubuligeriist, dem
Axonem, verknupft mit einem Basalkdrper besteht. Im Gegensatz zu anderen Zilienarten
besitzt jede Zelle nur ein Priméarzilium, welches unbeweglich und tber Mikrotubuli mit
dem Inneren der Zelle verbunden ist. Das Axonem der motilen Zilien besteht aus neun
symmetrisch angeordneten Mikrotubulipaaren, die jeweils aus einem vollstandigen und
einem unvollstdndigen  Mikrotubulus zusammengesetzt sind [199]. Diese
Mikrotubulipaare umgeben zwei zentrale Mikrotubuli, die 9 + 2 Konfiguration, und
enthalten fur ihre Motilitdt innere und auflere Dyneinarme. Das Primarzilium dagegen
besitzt eine 9 + 0 Konfiguration, es besitzt ebenfalls die neun du3eren Mikrotubulipaare,
jedoch keine zentralen Mikrotubuli und ebenso wenig Dyneinarme flr die Mobilitat [366].
Die Zilienmembran selbst ist eine Erweiterung der Plasmamembran mit einer hohen
Konzentration an Transmembranrezeptoren und -proteinen fir die Signalweiterleitung
[183].

Die Entstehung des Ziliums, die Ziliogenese, ist die Synthese zilienrelevanter Proteine
und Strukturen sowie das Zusammensetzten des Basalkorpers und des Axonems. Sie
findet in der Regel wahrend der G1-Phase des Zellzyklus statt [354], da viele
zentrosomale Proteine flr den Aufbau des Ziliums nétig sind [141]. Der Prozess der
Ziliogenese ist komplex und erfordert eine Reihe von Organellen, Proteinen und
Signalwegen. Im Allgemeinen besteht die Ziliogenese zunachst in der apikalen Migration
der Mutterzentriole und ihrer Reifung zum Basalkérper sowie der Verlangerung des
Axonems und dem Zilienwachstum durch verschiedene Transportwege [391]. Es gibt
zwei unterschiedliche Wege der Ziliogenese abhangig davon, ob die Elongation des
Ziliums im Zytoplasma oder an der Zelloberflache beginnt. Ersteres ist bekannt als der
intrazellulare und letzteres als der extrazellulare Weg. In den meisten Zelllinien werden
die Zilien durch den intrazellularen Weg gebildet, der extrazellulare Weg kommt vor

allem in polarisierten Epithelzellen der Nieren oder der Lunge vor [444].

Der intrazellulare oder klassische Weg der Zilienbildung wird durch die Migration und
Reifung der Mutterzentriole initiiert. AnschlieRend bilden sich intrazellulare Vesikel,
deren Urspringe unter anderem im Golgi-Apparat liegen. Diese akkumulieren an dem
Mutterzentriol; die dafiir essentiellen zentrosomalen Proteine sind unter anderem
centrosomal protein 164 (CEP164) und TALPID3 [224, 369]. Die kleineren Vesikel
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fusionieren schlielllich zu einer Kappenstruktur und ummanteln das entstehende
Axonem am Mutterzentriol oder Basalkorper. Das elongierte Axonem deformiert das
Zentriolvesikel, das schlieBlich mit der Plasmamembran verschmilzt [32]. Wahrend der
Fusion entsteht zusétzlich die Zilientasche (ciliary pocket), die in der Ubergangszone
zwischen dem Basalkdrper und dem Axonem lokalisiert ist [293]. Innerhalb der
Zilientasche befindet sich eine Diffusionsbarriere, welche die Zilienmembran von der
Plasmamembran abtrennt. Sie stellt somit eine physikalische Barriere dar, die Proteine

an der Diffusion aus dem Zilium in die Plasmamembran hindert [182].

Der extrazellulare Weg kommt unter anderem bei Epithelzellen vor, deren Zentrosom
am Zentrum ihrer Apikalmembran lokalisiert ist und daher die Zilienbildung nur an der
Plasmamembran stattfindet. Hierbei relokalisiert der Teil eines midbodies zur
Apikalmembran und somit dem Zentrosom. Dieser midbody-Teil ist mit der
Plasmamembran der Zelle verbunden. Es ist noch unklar, ob das midbody Uber
Mikrotubuliformation eine direkte Verbindung zum Zentrosom aufbaut oder durch
Signale an den Basalkdrper die Formierung eines Primarziliums initiiert [32]. Im
Gegensatz zum intrazellularen Weg besitzen Primarzilien, die Gber den extrazellularen

Weg entstehen, keine Zilientasche [237].

Das Primarzilium agiert als Mechanosensor und ist somit in der Lage, mechanische
Reize wie etwa Vibration, Druck und Berlhrung wahrzunehmen [32]. Diese
mechanischen Reize kdnnen beispielsweise zum Offnen von im Zilium lokalisierten
lonenkanalen, wie den Ca?*-Kanalen, fiihren. Erhéhter Ca?*-Influx ist zur Aktivierung und
Regulierung vieler Signalwege von essentieller Bedeutung [337]. Das Primarzilium kann
zudem biochemische Reize wahrnehmen, wie etwa Hormone und andere
Siganlimolekile. Es transduziert diese Signale und ist beteiligt an der Aktivierung und
Regulierung von Signalwegen, die wichtig fir die Zellproliferation, das Uberleben,
Differenzierung und Migration sind [32]. Einer dieser Signalwege ist der platelet-derived
growth factor receptor-(PDGFRa)-Signalweg. Im Primarzilium von Fibroblasten ist der
PDGFa-Rezeptor lokalisiert, nach Aktivierung werden unter anderem der AKT und der
MEK1/2-ERK1/2-Signalweg sowie Signalwege zur Proliferation, zum Uberleben und zur
Zellmigration aktiviert [370]. Weitere zilienregulierte Signalwege sind der kanonische und
nicht-kanonische Wnt-Signalweg [130], der Hippo-Signalweg [150] oder der TGF[3-
Signalweg [81]. Zudem sind GPCRs vieler Hormone, Lipide, Peptide und
Neurotransmitter im Zilium lokalisiert [168]. Einer der bekanntesten Uber das
Primarzilium regulierten Signalwege ist jedoch der Hh-Signalweg. Der inhibitorische

Rezeptor Patched (PTCH), sowie Smoothened (SMO) in seiner aktiven Form sind im
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Primarzilium lokalisiert. Weitere Proteine des Signalwegs wie etwa SUFU-GLI2/3
wandern Uber den intraflagellaren Transport (IFT) durch das Zilium. Wird der IFT

unterbrochen, hat dies einen inhibitorischen Einfluss auf den Hh-Signalweg [161, 186].

Der IFT ist ein kontinuierlicher, bidirektionaler Strom an zellularen Partikeln, die zwischen
dem Axonem und der Zilienmembran entweder zur Zilienspitze (anterograd) oder
Richtung Basalkorper (retrograd) wandern. Dieser Transport wird Uber IFT-Proteine
reguliert, die Multiproteinkomplexe bilden und sich mittels Kinesin- und
Dyneinmotorproteine entlang des Ziliums bewegen [172]. Die Kinesinproteine sind dabei
fur den anterograden und die Dyneinproteine fir den retrograden Transport
verantwortlich [384]. Die IFT-Maschinerie besteht aus den Motorproteinen, den IFT-
Komplexen und den akzessorischen Proteinen [199]. Die IFT-Komplexe setzen sich aus
zwei Untereinheiten, IFT-A und IFT-B, zusammen. Die Komplexe besitzen dabei
unterschiedliche biochemische Bestandteile und Funktionen [68]. Komplex A ist
essentiell fur den retrograden Transport, aber nicht fir den Zilienabbau [423], wahrend
Komplex B fir den anterograden Transport sowie den Zilienabbau und die
Zilienerhaltung verantwortlich ist [68]. Die akzessorischen Proteine umfassen eine
Vielzahl von Proteinen, die Uber den IFT in das Zilium oder aus dem Zilium transportiert
werden konnen. Sie bendtigen hierflr eine ciliary localization sequences (CLSs), um mit
der IFT-Maschinerie zu interagieren. Sowohl GLI2 als auch GLI3 des Hh-Signalwegs

besitzen nachweislich eine solche CLS fiir den Transport [153].

3.3.2 Der kanonische und nicht-kanonische Hh-Signalweg

Fur die Aktivierung des Hh-Signalwegs muss der Ligand (SHH, IHH oder DHH) zunachst
autokatalytisch gespalten werden [242]. Dieser Prozess findet im ER statt, wobei ein C-
terminales Fragment, welches proteasomal abgebaut wird und ein N-terminales
Fragment entstehen. Das N-terminale Fragment bindet eine Cholesterolgruppe und eine
Palmatinsduregruppe zur Verstarkung der Aktivitat [71, 331]. Das Verlassen der Zelle
und die genaue Verbreitung des Liganden innerhalb von Geweben sind teilweise noch
ungeklart. Es gibt einige mogliche Transportmechanismen wie etwa das Bilden eins
I6sliches Multimers [70], mithilfe von Liganden-assoziierten Lipoproteinpartikeln als
Transportmittel [319] oder an der Oberflache von extrazellularen Vesikeln [416]. Der
Ligand des Signalwegs (SHH) bindet mit hoher Affinitat an den Rezeptor PTCH1 (Abb. 5)
[400]. PTCH1 ist ein Transmembranprotein der Familie der sterol-sensing-Rezeptoren,

mit zwolf Transmembran-Helices und zwei extrazellularen Doménen, die als Bindestelle
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fur den Hh-Liganden fungieren [230]. Neben PTCH1 gibt es eine Reihe von
Korezeptoren, CAM-related/downregu-lated by oncogenes (CDO), brother of CDO
(BOC) und growth arrest-specific 1 (GAS1), die mit dem Liganden interagieren kénnen
[7, 412]. Die Korezeptoren sind in der Lage, sowohl den Liganden als auch PTCH1 zu
binden und so einen Multimerkomplex zu bilden [7]. Nach Bindung des Liganden an
PTCH1 werden diese zusammen in die Zelle geschleust und lysosomal abgebaut [272].
Im aktiven Zustand dient PTCH1 als negativer Regulator von SMO, einem Teil der
GPCR-Superfamilie. SMO ist ebenfalls ein Transmembranprotein mit einer Cystein-
reichen N-terminalen Domane, sieben Transmembran-Helices und einem C-terminalen,
zytosolischen Schwanz [180]. Es gibt bereits eine Reihe von Modellen, die den
inhibitorischen Mechanismus von PTCH1 auf SMO erklaren:

1. PTCH1 beschrankt die Zuganglichkeit des SMO-Liganden Cholesterol, welches
normalerweise durch eine Esterbindung am Asp-(Aspartat)-95 des SMO bindet. Diese
Modifikation ist fUr die Aktivierung des Hh-Signalwegs notwendig [97, 458];

2. PTCH1 ist in der Lage, noch unbekannte SMO-inhibierende Molekile intrazellular
oder extrazellular freizusetzen [357];

3. PTCH1 hat einen direkten oder indirekten Einfluss auf Proteine, die an der
Modifikation von SMO durch Cholesterol beteiligt sind [180].

Ist der Hh-Signalweg inaktiv befindet sich der PTCH1-Rezeptor in der Zilienmembran
und verhindert die Akkumulation von SMO in eben dieser. Die Transkriptionsfaktoren
GLI2 und GLI3 befinden sich im Signalweg downstream von SMO. Es gibt drei
verschiedene Arten: GLI1, GLI2 und GLI3. GLI2 und GLI3 konnen in unterschiedlichen
Formen auftreten, als Transkriptionsrepressoren und als Transkriptionsaktivatoren,
wobei GLI3 gréfitenteils als Repressor und GLI2 als Aktivator fungiert [259, 273, 317].
GLI1 dagegen agiert nur als Transkriptionsaktivator und ist wie PTCH1 eines der
Zielgene des Signalwegs. Wahrend der Signalweg inaktiv ist, werden GLI2 und GLI3
post-translational, proteolytisch modifiziert; initiert wird dies durch mehrere
Phosphorylierungen an den Serinen des C-Terminus durch Proteinkinase A (PKA),
glycogen synthase kinase 38 (GSK3[) und der casein kinase I-(CKIl)-Familie [411, 443].
GLI2 besitzt nur eine schwache Repressorfunktion und eine weniger -effektive
Prozessierung als GLI3. Nach der Phosphorylierung wird ein Grofdteil des Proteins
proteasomal abgebaut, wahrend GLI3 mithilfe des Proteasoms in seine Repressorform
gespalten wird [317, 318]. Ein weiterer entscheidender Faktor bei der Prozessierung und
Stabilisierung von GLI2 und GLI3 ist der suppressor of fused (SUFU). SUFU ist ein
negativer Regulator des Hh-Signalwegs und kann GLI2/3 binden und stabilisieren sowie

GSK3pB rekrutieren. Es hat zudem Einfluss auf die Transkriptionsaktivitdt und
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Unterdrickung der GLI-Faktoren durch die Prozessierung von GLI2/3 nach deren
Translokation in den Nukleus [73, 221].

Signalweg aus Signalweg an

Primary
cilium

Primary

GPR161

i Nucleus e ] }
N

Abbildung 5: Die Aktivierung des kanonischen Hh-Signalwegs. Ist der Hh-Signalweg inaktiv
inhibiert PTCH1 den Rezeptor SMO und verhindert dessen Translokation in den Nukleus. Die
Transkriptionsfaktoren GLI2 und GLI3 sind an SUFU gebunden und werden tber PKA, CK1 und
GSK3p phoshoryliert sowie am Proteasom prozessiert. Sie wandern in ihrer Repressorform in
den Nukleus und verhindern die Expression der Zielgene. Nach Bindung des Hh-Liganden an
PTCH wird der Signalweg aktiviert. Die Inhibition von SMO wird gel6st und es relokalisiert in das
Primarzilium. GLI2 und GLI3 Iésen sich von SUFU und wandern in ihrer aktiven Form in den
Nukleus, dort kommt es zur Expression von Zielgenen, zu denen unter anderem auch GLI1 und
PTCH1 gehoéren. Entnommen aus Wu et al. [453]

Wird die inhibitorische Wirkung von PTCH1 aufgehoben, transloziert SMO durch einen
lateralen Transport in das primare Zilium, wo es einen Komplex mit Ellis-van Creveld
syndrome protein (EVC) bildet und die Hh-Signalkaskade aktiviert [102, 284]. Der
Aktivierungsmechanismus des Signalwegs via SMO ist noch ungeklart. Es ist jedoch
bereits bekannt, das es unter anderem den Transport von GLI2/3-SUFU via IFT in das
Primarzilium férdert, was entscheidend fiir die Dissoziation von SUFU und somit dessen
Aktivierung ist [261]. GLI2/3 in ihrer Aktivatorform wandern in den Nukleus und regulieren

die Zielgenexpression zu denen auch GL/7 und PTCH1 gehdren [17].
Die Aktivierung der GLI-Transkriptionsfaktoren Uber PTCH und SMO wird als

kanonischer Hh-Signalweg definiert. Die nicht-kanonischen Signalwege sind dagegen

vielseitiger und beziehen sich unter anderem auf eine Aktivierung unabhangig der GLI-
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Transkriptionsfaktoren. Man kann hierbei zwischen zwei Subtypen unterscheiden, dem
SMO-abhéangigen und dem SMO-unabhangigen Signalweg. Der SMO-abhangige
Signalweg fiihrt zu einem Ca?*-Einstrom und zur Remodellierung des Aktinzytoskeletts.
Die Freisetzung von SMO Uber die Bindung von PTCH-SHH fihrt neben dem
kanonischen Weg auch zu einer Freisetzung von T-lymphoma invasion and metastasis-
inducing protein 1 (TIAM1), welches anschlieRend Uber Rac Family Small GTPase 1
(RAC1) eine Remodellierung des Aktinzytoskelett bewirken kann [365]. Die Aktivierung
von SMO kann zudem den Ca?*-Einstrom Uber Gi-Proteine regulieren und demnach
auch Ca?*-abhangige Signalwege stimulieren [3, 27]. Der SMO-unabhéangige Signalweg
dient der Verbesserung der Proliferation und dem Uberleben der Zelle. In Abwesenheit
des Liganden kann PTCH1 die Lokalisation von Cyclin B in den Nukleus verhindern.
Nach Bindung des Hh-Liganden an PTCH1 wird Cyclin B freigesetzt und relokalisiert in
den Nukleus, um dort einen Teil des Zellzyklus zu regulieren [22]. Als nicht-kanonischer
Signalweg kann auch die Aktivierung der GLI-Transkriptionsfaktoren unabhéngig von
PTCH und SMO definiert werden. Diese Form tritt haufig in Tumoren auf und die
Aktivierung beinhaltet unter anderem den KRAS-Signalweg, TGF@, PI3K, PKC und

epigenetische Regulatoren [143].

3.3.3 Der Hh-Signalweg in Tumoren

Der Hh-Signalweg besitzt nicht nur in der Embryonalentwicklung und einigen Geweben
eine essentielle Rolle, sondern auch in der Progression, der Metastasenbildung und der
Arzneimittelresistenz von Tumoren. Eine abweichende Aktivierung des Signalwegs
findet man beispielsweise im Pankreastumor, Medulloblastom oder Rhabdomyosarkom
[387, 410]. Es gibt dabei unterschiedliche Arten der Aktivierung des Hh-Signalwegs in
Tumoren: die autonome Liganden-unabhangige Aktivierung, die autokrine/juxtakrine
Liganden-abhangige Aktivierung, die parakrine oder reverse parakrine Liganden-
abhangige Aktivierung. Die Liganden-unabhangige Aktivierung kann durch eine
aktivierende Mutation des SMO oder eine inaktivierende Mutation des PTCH oder SUFU
erreicht werden [350]. Diese Mutationen fuhren zu einem konstitutiv aktiven Signalweg
und wurden beispielsweise im Basalzellkarzinom entdeckt [151]. Die autokrine/juxtakrine
Liganden-abhangige Aktivierung findet man vor allem im Pankreaskarzinom,
Lungenkarzinom oder Ovarialkarzinom. Hierbei werden die Liganden von derselben
Zelle Uberexprimiert und sekretiert, die sie fir eine Aktivierung verwendet [387, 410]. Die
parakrine, Liganden-abhangige Aktivierung ist nicht nur typisch fir die Wundheilung,

sondern kann auch in einigen Tumorstroma detektiert werden, wie etwa dem des
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Pankreas-, Prostata- oder Kolonkarzinoms. Der Ligand wird dabei von den Tumorzellen
sekretiert und anschlielend von den Stromazellen zur Aktivierung des Signalwegs
verwendet [387, 410, 471]. Die Aktivierung des Hh-Signalwegs sowohl in Tumor- als
auch in Stromazellen kann demnach auf unterschiedliche Art und Weisen erfolgen und

fordert unter anderem die Tumorprogression und die Bildung von Metastasen.

3.4 Projektskizze

Wahrend der Tumorgenese findet nicht nur eine Veranderung der Tumorzellen, sondern
auch eine Veranderung des umgebenden Gewebes statt. Die Fibroblasten und PSCs
des Stromas werden durch eine Reihe von Stimuli der Tumorzellen aktiviert und
produzieren als Folge unter anderem verstarkt ECM-Komponenten. Dies flihrt
schlief3lich zu der typischen Verhartung des Gewebes in soliden Tumoren wie etwa
PDAC. Diese Verhartung hat umgekehrt Einfluss auf die im Stroma liegenden Zellen. In
dieser Arbeit sollte die Veranderungen des Verhaltens und Expressionsmusters von
Fibroblasten und PSCs in festem und weichem Gewebe genauer untersucht werden. Im
Fokus stand dabei vor allem die Veranderung des Metabolismus der Zellen. Es wurden
zwei unterschiedliche Proteine und Signalwege genauer beleuchtet. Zum einen sollte
ein moglicher Einfluss der Gewebeharte auf den Hh-Signalweg untersucht werden. Es
ist bereits bekannt, dass eine Aktivierung dieses Signalwegs im Stroma vieler Tumoren
essentiell fur die Proliferation sowohl der Tumor- als auch der Stromazellen ist. Nun
sollte eine mégliche Verbindung zwischen dem Signalweg in den Stromazellen und einer
Veranderung der Gewebeharte festgestellt werden. Zum anderen wurde bereits ein
Effekt der Gewebeharte auf die Glykolyseaktivitat der Fibroblasten festgestellt, daher
sollte dies auch im Zusammenhang mit dem metabolischen Masterregulator AMPK
untersucht werden. AMPK ist hierbei an unterschiedlichen metabolischen Prozessen der
Zelle beteiligt. Da der Metabolismus in Tumoren aufgrund von Nahrstoffmangel
angepasst werden muss, widmete sich diese Arbeit der Frage, ob es eine Verbindung
zwischen der Veranderung der ECM und der AMPK-Proteinexpression gibt. Dies wurde
zum einen mechanistisch in Mausfibroblasten untersucht, aber auch in Zellen des
PDAC-Stromas, da diese Tumorart vor allem fir ihr exzessives Stroma bekannt ist. Die
mdglichen Unterschiede der AMPK-Aktivitat in Zellen des kanzerogenen und gesunden
Gewebes konnten schliellich einen Einfluss auf das Tumorzellwachstum haben. In
dieser Arbeit sollte daher ein Zusammenhang zwischen exzessivem Stroma auf den
AMPK-Signalweg der darin liegenden PSCs hergestellt werden, welcher méglicherweise

die Proliferation der Tumorzellen fordert.
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4. Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Gerate

Pipetten und Pipettierhilfen
Pipetboy ACU 2 Pipettier-Helfer
Pipetboy Finnpipette C1

Pipetman classic P10

Pipetman classic P1000
Pipetman classic P20

Pipetman classic P200
Pipetman M P100M

Pipetman Multichannel P20-200

Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop, Leica DM 5500

Inverses Labormikroskop DM IL LED
Inverses Mikroskop DMI3000 B
Konfokalmikroskop, Leica TCS SP8

Zentrifugen
Avanti® J-26XP (High Performance)

Heraeus Megafuge 16R

Heraeus Multifuge 3L-R

Heraeus Pico 17 Mikrozentrifuge
J-6M/E Centrifuge

Kuhlzentrifuge Mikro 200R
Tischzentrifuge Galaxy MiniStar
Tischzentrifuge Tube-Strip Picofuge
Tischzentrifuge Typ Biofuge Pico
Tischzentrifuge Typ Pico 17

Netz- und Heizgerite
Accublock Digital Dry Bath
E815 Power Supply
Heizblock Grant QBD2

Th. Geyer GmbH, Renningen (DE)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Gilson, Middleton (USA)

Gilson, Middleton (USA)

Gilson, Middleton (USA)

Gilson, Middleton (USA)

Gilson, Middleton (USA)

Gilson, Middleton (USA)

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)
Leica Microsystems, Wetzlar (DE)
Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)

Beckman Coulter, Brea (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Beckman Coulter, Brea (USA)

Hettich, Tuttlingen (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
Stratagene, Amsterdam (NL)

Heraeus, Hanau (DE)

Heraeus, Hanau (DE)

Labnet International Inc., Edison (USA)
Consort, Turnhout (BE)

Grant Instruments, Cambridgeshire (UK)
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Power Supply 100/200
PowerPac™ 300 Power Supply
PowerPac™ Basic Power Supply
PowerPac™ HC High Current PS

Waagen, Riihrgerate und Schiittler
Drehrad RS-RD 20
Feinanalysenwaage ABT220-4M

Lab Rocker 35 EZ

Magnetrihrer CIMAREC
Magnetrihrer IKAMAG RET
Magnetriihrer MR2000
Orbitalschittler KS501digital
ThermoMixer® C

Universalwaage S-4002

Kiihl- und Gefrierschranke

Eismaschine
Gefrierschranke
HERAfreeze und HFU 86 450

Kuhlschranke

Inkubatoren

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA
USA
USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules

(USA)
(USA)
Bio-Rad Laboratories, Hercules ( )
(USA)

Phoenix Instrument, Garbsen (DE)
KERN, Balingen (DE)

Labnet International Inc., Edison (USA)
Barnsted International, Dubuque (USA)
IKA Labortechnik, Staufen i. Br. (DE)
Heidolph, Schwabach (DE)

IKA Labortechnik, Staufen i. Br. (DE)
eppendorf, Hamburg (DE)

Denver Instrument GmbH, Géttingen (DE)

Manitowoc Company Inc., Milwaukee (USA)
Liebherr-Internat., Biberach an der Rif3 (DE)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Liebherr-Internat., Biberach an der Rif3 (DE)

HERAtherm™ Mikrobiol. Inkubator IGS100 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Inkubationsschiittler AJ112
Inkubator HERACELL 240i

Bakterien-spezifische Gerate

Geldokumentationsanlage und Software
Mini-Sub Cell GT flir Agarosegele
Mini-Wasserbad TW2
UV-Transilluminator 2040EV
Videoprinter Modell P93DW

Wide Mini-Sub Cell GT fur Agarosegele

INFORS HT, Bottmingen (Schweiz)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Intas, Géttingen (DE)

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
Julabo GmbH, Seelbach (DE)
Stratagene, Amsterdam (NL)
Mitsubishi, Otemachi (JP)

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
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Zellkultur-spezifische Gerite

BVC control Absaugsystem

Einfrierbox 5100 Cryo Freezing Container

Herasafe Sterilbank

Inkubationsbad GFL 1002
MSC-Advantage™ Sterilbank
Neubauer-Zahlkammer
Stickstofftank Chronos 350 Biosafe
Vakuumpumpe PM20405-86
Wasserbad WNB29

Zellzahler Cellometer® AutoT4 Plus

Western-Blot-spezifische Gerate

Filmkasette
Folienschweiligerat polystar 401M
Mini Trans Blot Cell Tank Blot System

Mini-PROTEAN® TetraCell
electrophoresis system

Roétngenfilm-Prozessor SRX-101A

PCR-Maschinen und Photometer

MJ Research PTC-200 Peltier
Thermal Cycler

Mx3005P gPCR System

Techne™ Prime Elite Thermocycler

Sonstige/allgemeine Gerite
Mikrowelle NN-E245WB EPG
NanoDrop™ 1000, 2000

Orion L microplate luminometer
pH-Meter InoLab pH720 WTW

Vacuubrand, Wertheim (DE)

Nalgene, Neerijse (BE)

Heraeus, Hanau (DE)

GFL, Burgwedel (DE)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen (DE)
Messer Griesheim, Sulzbach (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
memmert, Schwabach (DE)

Nexcelom Bioscience, Lawrence MA (USA)

unbekannter Hersteller

Rische & Herfurth GmbH, Hamburg (DE)
Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
Bio-Rad Laboratories (Hercules,USA)

Konica Minolta, Lijnden (NL)

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorft (DE)

Agilent Technologies, Santa Clara (USA)

Techne Keison Products, Essex (UK)

Panasonic, Osaka (JP)

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen (DE)
Berthold, Pforzheim (DE)

WTW, Weilheim (DE)

SPECTRA MAX340 (fur Multiwell-Platten) MWG Biotech, Ebersberg (DE)
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bakterienzubehor

Petrischale, 92x16 mm mit Nocken
Rohrchen, PP, 14 ml, 18x95 mm

Gelmatrix
Petrisoft 35 collagen coat, 50 kPa
Petrisoft 35 collagen coat, 0.2 kPa

Softslip 18 mm Coverslips,
Collagen coated, 50 kPa

Softslip 18 mm Coverslips,
Collagen coated, 0.2 kPa

Pipettenspitzen und Reaktionsgefale
Biosphere Filter Tip 0,1-10 pl

Biosphere Filter Tip 100 pl

Biosphere Filter Tip 1000 pl

Biosphere Filter Tip 20 ul

Biosphere Filter Tip 20 pl
Biosphere Filter Tip 200 pl
Biosphere Filtertip 1000 pl (Refill Tower)
Filterspitze PP, 10 pl
Filterspitze PP, 1000 pl
Filterspitze PP, 20 pl
Filterspitze PP, 200 ul
Mikro-Schraubréhren 1,5 ml, PP
Multiply®-Pro Gefa 0,2 mli
Multiply®-Pro Gefal 0,5 mli
SafeSeal Gefalt 1,5 ml
SafeSeal Gefald 2 mi
Schraubrohre 15 ml, PP
Schraubrohre 50 ml, PP

Tip Stack Pack, 10 ul

Tip Stack Pack, 1000 pl

Tip Stack Pack, 20 ul

Tip Stack Pack, 200 ul

GenPure Pro UF Wasseraufbereitung

SARSTEDT, Niimbrecht (DE)

Greiner bio-one, Kremsmiinster (AU)

Cell guidance system, Cambridge (UK)
Cell guidance system, Cambridge (UK)
Cell guidance system, Cambridge (UK)

Cell guidance system, Cambridge (UK)

SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
nerbe plus, Winsen (DE)

nerbe plus, Winsen (DE)

nerbe plus, Winsen (DE)

nerbe plus, Winsen (DE)

SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
SARSTEDT, Niumbrecht (DE
SARSTEDT, Numbrecht (DE
Thermo Scientific, Waltham (USA)

)
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Zellkulturzubehor

Cellometer Zahlkammer

CryoPure Gefalt 1,6 ml
Einmalspritze Omnifix, 20 ml, steril
Pasteurpipette, glas

Serologische Pipette, 10 mL
Serologische Pipette, 25 ml
Serologische Pipette, 5 ml
SpritzenvorsatZzfilter zur Sterilfiltration
TC-Schalen 35, Suspension
Zellkulturplatte, 12-Well
Zellkulturplatte, 24-Well
Zellkulturplatte, 48-Well
Zellkulturplatte, 6-Well
Zellkulturplatte, 96-Well
Zellkulturschale, 100 x 20 mm
Zellkulturschale, 150 x 20 mm
Zellschaber

Omnifix® Insulinspritze, 1 ml

BD Microlance, 0,8 x 40 mm

Western-Blot-Zubehor

Blottingpapier 0,4 mm dick

Fuji Super RX 18 x 24 Film
Immobilon®-P PVDF Membran
Schlauchfolie, 150 mm
Mini-Protean Short Plates

Sonstige Verbrauchsmaterialien
96 Well gPCR Platte randlos weil}

Deckglaser 18 mm, rund

Disposable Scalpels Sterile

Microplatte, 96 Well, PP, U-Boden, Weiss
Objekttrager 76x26 mm, Mattrand
Parafim ® M

gPCR-Folie, Multiwellplatten-Format
Whatman Filter

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)

neolLab, Heidelberg (DE)

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Niumbrecht (DE)
SARSTEDT, Niumbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)
SARSTEDT, Numbrecht (DE)

Th. Geyer GmbH, Renningen (DE)

B. Braun, Melsungen (DE)

BD, Heidelberg (DE)

Kobe, Marburg (DE)

C&L GmbH, Gréafelfing (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Kobe, Marburg (DE)

Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

SARSTEDT, Nimbrecht (DE)

Th. Geyer GmbH, Renningen (DE)
B. Braun, Melsungen (DE)

Greiner bio-one, Kremsmiinster (AU)
Fisher Scientific, Schwerte (DE)
Kobe, Marburg (DE)

SARSTEDT, Nimbrecht (DE)
Schleicher & Schuell, Einbeck (DE)
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4.1.3 Chemikalien

2-Metcaptoethanol

2-Propanol

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Albumin FraktionV  (BSA)
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Aprotinin, lyophilisiert

Aqua Care Konzentrat, blau
Blasticidin, powder

Quick Start Bradford 1x Dye Reagent
Bromphenolblau

Calciumchloride

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ethanol, vergallt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FetalBovineSerum
FetalBovineSerum

Formaldehyd

Gibco, DMEM, hoher Glukosegehalt,
ohne Glutamin, ohne Phenolrot

Gibco, DMEM, mit L-Glutamin,
Natriumpyruvat

Gibco, DPBS

Gibco, Opti-MEM™

Gigasept AF

Glycerol

Glycin

Hygromycin B

Invitrogen™ DTT (Dithiothreitol)
Invitrogen™ UltraPure Agarose
Kanamycinsulfat

LB Broth

Leupeptin, hemisulfat
L-Glutamine (200 mM)

Methanol im Fass

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

AppliChem GmbH, Darmstadt (DE)
Ratiopharm, Ulm (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund (DE)
Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
Merck Millipore, Darmstadt (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
Carl Roth, Karslruhe (DE)
Chemiekalienlager Universitat Marburg
Carl Roth, Karslruhe (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)
AnproTec, Bruckberg (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt (DE)
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Chemiekalienlager Universitat Marburg
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Methanol

Milchpulver Blotting grade
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS) Pellets
Natriumhydroxid in Platzchen
Penicillin/Streptomycin
Polyethylenimin (PEI)

Puromycin

ROTIPHORESE®Gel 30
Salzsaure, 37 %

Saponin

Serum (Huhn)

Serum (Ziege)

Sodium Orthovanadate

Sodium Pyrophosphate

Sodium Pyruvate (100 mM)
Sterilium

Terralin® liquid
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-amino methane
Triton X-100

Trypsin-EDTA

Tween-20

Wasser, HiPerSolv CHROMANORM®
fir die HPLC

VectaShield with DAPI
B-glycerol-phosphate

Carl Roth, Karslruhe (DE
Carl Roth, Karslruhe (DE
Carl Roth, Karslruhe (DE
Carl Roth, Karslruhe (DE
Carl Roth, Karslruhe (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund (DE)
Carl Roth, Karslruhe (DE)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Merck Millipore, Darmstadt (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Bode Chemie GmbH, Hamburg (DE)
Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt (DE)
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karslruhe (DE)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Fisher Scientific, Schwerte (DE)
AppliChem GmbH, Darmstadt (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)

)
)
)
)

Biozol, Eching (DE)
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)
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Tabelle 1: Inhibitoren und weitere Substanzen.

Bezeichnung Artikel- Hersteller Konzen- Losungs-
nummer tration mittel

Bafilomycin A1 11038 Cayman 100 nM DMSO
Blebbistatin B0560 Sigma 10 uM DMSO
Cilengitide 22289 Cayman 500 nM DMSO
CWHM-12 HY-18644 Hycultec 500 nM DMSO
Cyclopamine 239803 Sigma 10 uM DMSO
CytochalasinD | C8273 Sigma 1 uM DMSO
Dorsomorphin 11967 Cayman 5 uM DMSO
Everolimus E8419 LKT Laboratories | 1 uM DMSO
L-Alanine A7627 Sigma 1 mM H20
PF-573228 869288-64-2 Selleckchem 10 uM DMSO
Rapamycin 553211 Calbiochem 1 uM DMSO
SAG 364590-63-6 Merck 100 nM H20
SANT-1 S4572 Sigma 200 nM DMSO
Y-27632 10005583 Cayman 10 uM DMSO

Restriktionsenzym

BbslI-HF New England BiolLabs, Ipswich (USA)

4.1.4 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen wurden in der Regel auf 1x mit H2O verdunnt.

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western-Blot

Trenngel

Menge an AA/BA 37.5:1 (30 %) je nach gewunschter Konzentration anpassen
1.5M Tris-HCI, pH 8,8

AA/BA 37.5:1 (30 %)

20 % SDS
10 % APS
TEMED

in H.O

40 % (VIv)
7-15 % (VIV)
0,5 % (VIV)
0,7 % (VIV)
0,075 % (VIV)
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Sammelgel (4 %)

1.5 M Tris-HCI, pH 6,8
AA/BA 37.5:1 (30 %)
20 % SDS

10 % APS

TEMED

in H.O

5x SDS Ladepuffer
Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Glycerin
2-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

in H.O

10x Laufpuffer
Tris

Glycin

SDS

in H.O

10x Transferpuffer
Tris

Glycin

SDS

in H.0

10x Waschpuffer (TBST)

1 M Tris-Cl pH 8,0
5 M NaCl
Tween-20

in H.0

12,5 % (vIv)
4 % (vIv)
0,5 % (viv)
0,75 % (v/v)
0,15 % (v/v)

250 mmol/l
10 % (w/v)
30 % (v/v)

5 % (v/v)
0,01 % (w/v)

250 mM
1,9M
1 % (wiv)

250 mM
1,9M
0.037 % (w/v)

250 mM
1,5M
1 % (vIv)
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APS
APS
in H.O

NaCl
Tris
in H.O

20 % SDS-Losung
SDS-Pellets
in H.0

BSA-L6sung
BSA
in 1x TBST

Tris pH 8,8
Tris
in H20, eingestellt mit HCI

Tris pH 6,8
Tris
in H20, eingestellt mit HCI

Tris pH 8,0
Tris
in H20, eingestellt mit HCI

Agarosegelelektrophorese

50 x TAE Puffer
EDTA, pH 8,0

Tris

Essigsaure (100 %)
in H.O

10 % (w/v)

5M

20 % (W/v)

5 % (wiv)

1.5 M (w/v)

1.5 M (w/v)

1M (wlv)

0,5M
2M

57,1 % (vIv)
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Agarosegel

Agarose

1 % (w/v) oder 2 % (w/v)

in 1x TAE Puffer (60x TAE Stock verdinnt mit H20)

Midori Green
oder
GelRed

Co-Immunprazipitation

Lysepuffer

Triton-X-100

Protease Inhibitor Cocktail (50x)
in DPBS

Bakterien- und Zellkultivierung

LB-Agar (autoklaviert)
Agarose
in LB-Medium

LB-Medium (autoklaviert)
LB Broth Base

in H.O

Immunfluoreszenz

Triton-X-100
Triton-X-100
in DPBS

Formaldehydlésung
Formaldehyd (37 %)
in DPBS

BSA-L6sung
BSA
in DPBS

Verdunnung von 1:10.000

Verdunnung von 1:10.000

1%

1x

2 % (wlv)

20 g/l

0,5 %

4 %

1%
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Isolation von Mausfibroblasten aus Tumorgewebe

Calciumchlorid-Losung
Calciumchlorid
in H.O

4.1.5 Standards

100 bp Marker

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
Midori Green Advanced DNA Farbstoff
O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder

PageRuler Prestained Protein Ladder

4.1.6 Kits

Absolute gPCR SYBR Green Mix (2x)
Alkaline Phosphatase Substrate
Beetle-Juice Luciferase Assay Firefly
Helix-IN DNA Transfection Reagent
iScript™ cDNA Synthesis Kit

Lipofectamine® RNAiMax
Transfection Reagent

NucleoBond Xtra Midi

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin® RNA (250)

NucleoSpin® Plasmid

Passive Lysis Buffer, 5x
Phalloidin-California Red Conjugate
Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat
Protease Inhibitor Cocktail P8340
Renilla-Juice Luciferase Assay

SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate

TransIT-2020 Transfection reagent

Typ F Immersionsal

10 mM

New England BioLabs, Frankfurt (DE)
Biotium, Hayward (USA)

Biozym, Hessisch Oldendorf (DE)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Fisher Scientific, Schwerte (DE)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

PJK GmbH, Kleinblittersdorf (DE)
Biozol, Eching (DE)

BioRad Laboratories, Hercules (USA)
Fisher Scientific, Schwerte (DE)

Macherey-Nagel, Diren (DE)
Macherey-Nagel, Diren (DE)
Macherey-Nagel, Diren (DE)
Macherey-Nagel, Diren (DE)
Promega, Fitchburg (USA)

AAT Bioquest, Sunnyvale (USA)
Fisher Scientific, Schwerte (DE)
Sigma Aldrich, St. Louis (USA)
PJK GmbH, Kleinblittersdorf (DE)
Fisher Scientific, Schwerte (DE)

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)

Leica Microsystems, Wetzlar (DE)
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4.1.7 Plasmide

Tabelle 2: Verwendete Plasmide.

Hersteller- Plasmid- exprimiertes Artikel- Herkunft

bezeichnung bezeichnung Protein Nr.

pEGFP-C1-PRKAA1 | pEGFP-Prkaa1 | Prkaa1l-GFP #30305 | addgene

PGK-Luc PGK-Luc Luciferase AG Lauth
- pCMV-mCherry- o

pmCherry Paxillin S Paxillin-mCherry | #50526 | addgene

pMRX-IP-GFP-LC3-
pGFP-LC3-RFP | GFP-LC3-RFP | #84573 | addgene

RFP
Tia-2A-H Tia-2A-H AG
ia-2A-Hygro ia-2A-Hygro | -
P v P Yo Adhikary
pU6-(Bbsl)_CBh-
pUG-Cas9 Cas9 #64324 | addgene
Cas9-T2A-mCherry
Eigen-
| pUG- | -
pU6-ltgaV_Crispr1 ; ItgaV_Crispr1 generierun
ItgaV_Crispr1
g

Plasmidkarten in Abb. E1

4.1.8 Zelllinien und Bakterienstamme

Bakterienstamm

E.coli TOP 10: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str?) endA1 nupG A
von Fisher Scientific (One Shot TOP10 Chemically Competent Cells), Art.Nr.: C404003
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Zelllinien

Tabelle 3: Standard Zelllinien.

Zelllinie Zelltyp Organ Herkunft
C3H10T1/2 | Fibroblasten, murin - ATCC*

hPSC1 Sternzellen, human Pankreas | Prof. Matthias Lohr
hPSC2 Sternzellen, human Pankreas | [189]

mCAF1 prim.Fibroblasten, murin | Pankreas | aus KPC Maus isoliert
MEF[GFP] Fibroblasten, murin - Prof. Wade Bushman
Miapacalt'c | Tumorzellen, human Pankreas | AG Lauth

mPSC4 Sternzellen, murin Pankreas | Prof. Albrecht Neese
mPSC5 Sternzellen, murin Pankreas | Prof. Albrecht Neese
NIH3T3 Fibroblasten, murin - CLS**

Panc1 Tumorzellen, human Pankreas | ATCC

Panc1tuc Tumorzellen, human Pankreas | AG Lauth
PaTu8988T | Tumorzellen, human Pankreas | DSMZ***

SHHL2 Fibroblasten, murin - ATCC

*ATCC = American Type Culture Collection

**CLS = Cell Lines Services

***DSMZ = German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH

Tabelle 4: Stabile Zellinien.

Zelllinie Plasmid Bezeichnung Herkunft

NIH3T3 pGFP-LC3-RFP NIH3T3[GFP-LC3-RFP] | Eigengenerierung
PaTu8988T | PGK-Luc PaTu8988T\\c Eigengenerierung
mPSC4 pU6-ItgaV_Crispr1 | mPSC4[ltgaV KO] Eigengenerierung

4.1.9 Oligonukleotide fiir Klonierung und Sequenzierung

Tabelle 5: Primerlise fiir Sequenzierung und Klonierung.

Primer Nukleotidsequenz (5°> 3’)

CACCGTGGAGTTTAAGTCCCACCAG
AAACCTGGTGGGACTTAAACTCCAC
GAGGGCCTATTTCCCATGATT

mitgaV_Crispr1_s

mitgaV_Crispr1_as
hU6_For
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4.1.10 Oligonukleotide fiir qPCR-Analyse

Tabelle 6: Primerliste fiir RT-qPCR.

Gen Spezies Nukleotidsequenz (5> 3’)
Rplp0 (PO) murin forward: TGCACTCTCGCTTTCTGGAGGGTGT
reverse: AATGCAGATGGATCAGCCAGGAAGG
Prkaa1 murin forward: GGATCCAAGAGCCGAGTTGCTCACA
reverse: TGGCTGACATGATAGCGTCTCTGTGC
Prkaa2 murin forward: GCCTCCACAGAGCACGGTCAAGTTT
reverse: TGCTGCCAGTCAAAGAGCCAGTGAG
Itga1 murin forward: AAAAGAGCTTCGTGTTCCGTGAAGCAG
reverse: TCACCCCATTCCCGTGTTGTCATTT
Itga3 murin forward: CCTACCCAGTCCTCAACCAGGCACA
reverse: CTTGTTGTCTGGCCCGCACTCTTTC
Itgab murin forward: GCCACCCTTACCCAGACCCTGCTTA
reverse: TGAGGGCAATGTGAATTGGGGAGAG
Itga6 murin forward: GGAGCTGACCCTGAATCGGCAGAAG
reverse: GGATGGGACGCAGCTTGTCTCTGAT
Itga7 murin forward: GTGTGGCTGAAGCACCAACATGACC
reverse: CACCACAATGGCCCGTAGCTTGTCT
Itga8 murin forward: ATGAGGGAGAAGGGGCCTACGAAGC
reverse: GGTCACACACCACCATCCTGGTCAC
Itga9 murin forward: TTTTTCTGCTGCTGGCTGTGCTCCT
reverse: CTGGACCCAGTCCCAACCATCTTCA
Itga10 murin forward: GCTGCTCCTGCTTGCTCTCCTTGTC
reverse: AAGGCTGCCAAAGTGGGCTTCTGAG
Itga11 murin forward: ATCTGGATCATCGTGGGCAGCACTC
reverse: GTTCCCTCTTGCGCTTGGCACTTTT
ItgaV murin forward: CAGGGCTGCTGCTACTGGCTGTGTT
reverse: GCTCTTCTTGAGGTGGTCGGACACG
Itgb1 murin forward: AGGAGAAAATGAATGCCAAGTGGGACA
reverse: TTGGTGTTGCAAAATCCGCCTGAGT
Itgb2 murin forward: CAGCCACCGATGTGTGAGGATTGTC
reverse: TGCAGCGTCATACCAGCACACTGAA
Itgb3 murin forward: TGAGGAAGAACGAGCCAGAGCCAAG
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CCCCCGGTAGGTGATATTGGTGAAGG

TGGACAATGGCAAGTCCCAGGTCTC
CTTCCAGGTCTCCCCAGGATGGAAC

CCATCTGGAAGCTGCTCGTCACCAT
GGCGAAATCGACAGTGTGTGTGGAG

GAACGCTCTAAGGCCAAGTGGCAAA
AGGCCTGCTTTGTGCTTCTCCCTGT

AGGCTGCAAGTCACCATGTGAGCAG
AGGGGCCAAGGTCAAGGTCACATTC

TGCCAGTGCTTTAGTGGCTGGGAAG
CTGCAAACTTGGCCCTTGGAGTTGA

TGAAGCCCTGCAGAAGAAGCCTGAA
TTCCAGTGCCACCTTCATCCCAATC

CCTCCAAATTGTCCTCCCACCCTCT
TCTTGCTGCACCTTCTCCTCCTCCA

GGTTGGCCCGGCTCATAGAAGACAA
ACCTGCCGTACAGAGCAGCTTCAGG

GGCCTCTGGTGTGGCTGTCTCTGAT
AAAGAGCACCGCCTTCTTGCGTTTC

GATCCGGGACTCACTGCTGCAAGAC
GTGGACACCTTCTTTGCCCATCAGC

Itgb3 murin reverse:
Itgb4 murin forward:
reverse:
Itgb5 murin forward:
reverse:
Itgb6 murin forward:
reverse:
Itgb7 murin forward:
reverse:
Itgb8 murin forward:
reverse:
Ik murin forward:
reverse:
Fak murin forward:
reverse:
Src murin forward:
reverse:
Cfi1 murin forward:
reverse:
Pfn1 murin forward:
reverse:
4.1.11 siRNA

Die siRNAs wurden von der Firma Sigma Aldrich erworben und gelést in einer 100 uM

Stock Lésung in RNA-Puffer.

Tabelle 7: siRNA-Liste.

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5> 3’)
Zgl‘;)" (Qiagen’s All-Star; | \ A UCUCCGAACGUGUCACGU
siltga1_1 AGGGCAAGGUGUACGUGUA
siltga1_2 CCACAAUUGACAUCGACAA
siltga1_3 GCCUAUGACUGGAACGGAA
siltgal_4 CUUUAAUGACGUCGUGAUU
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siltga3_1 GGACAAUGUUCGCGAUAAA
siltga3_2 GCUACAUGAUUCAGCGGAA
siltga3_3 AGACAUACCACAACGAGAU

siltga3_4 GCACACUGGUUCUAGGUCU
siltga5_1 CAAGAUGAGUUCAGCCGAU
siltga5_2 GCUUCAACCUAGACGCGGA
siltga5_3 UGUGAAGGACCCUCGUUUA
siltga5_4 CAGCAAAGGCUCCCGGAUU
siltga6_1 GUAUAUAUUUGACGGAGAA
siltga6_2 UGGCUCACCUAGCGGGAUA
siltga6_3 CGAGAGUUCAGUUUCGAAA
siltga6_4 GGACCAAAGACUCGAUGUU
siltga7_1 CGAUAUGAGUCUCGACAGA
siltga7_2 GAAGCAAGGCUGCGGUCAA
siltga7_3 GGGCAAGAUUGUUACGUGU
siltga7_4 GGGCGAAAGUGCCAUGCGA
siltga8_1 CCUAAAGGUCAGAUCGAGA
siltga8_2 GGUCAUAAUACUAGCGAUC
siltga8_3 GCGGUUAAGACGUCGGUUA
siltga8_4 UCAAGAAGAUGCCGUAUAA

siltga9_1 UGCUGAACCUCACGGACAA
siltga9_2 ACAUGGAGCCCUCGAGGAA
siltga9_3 UUUCCAGUGUUGACGAGAA
siltga9_4 GUUGAACGAUGAAGCGAUU
siltga10_1 GCACCGAGGUUUAGACAUC
siltga10_2 GCUCAUACUUUGGCAGCGA
siltga10_3 GGAUACAGAUAAGGACGGA
siltga10_4 GAGGAAAAGUUAUCGCCUU
siltga11_1 CCAGCGACCCUGACGACAA
siltga11_2 GCAUCGAGUGUGUGAACGA
siltga11_3 UCAGAAGACAGGAGACGUA
siltga11_4 AUGGAUGAGAGGCGGUAUA
siltgaV_1 GUGAACAGAUGGCUGCGUA
siltgaV_2 GUGAGGAACUGGUCGCCUA
siltgaV_3 CCAAUUAGCAACACGGACU
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siltgaV_4 GCGCAAUCCUGUACGUGAA
siltgb1_1 CAAUGAAGCUAUCGUGCAU
siltgb1_2 GUGAAGACAUGGACGCUUA
siltgb1_3 UUACAAGAGUGCCGUGACA
siltgb1_4 UGCCAAAUCUUGCGGAGAA
siltgb2_1 GGAAUGCACCAAGUACAAA
siltgb2_2 GUAGUUGCAAGCCCGGUUA
siltgb2_3 GGUAUGACGCUGCAGACUA
siltgb2_4 GGUCAUGGCUUCCGAGUGU
siltgb3_1 AAACAGAGCGUGUCCCGUA
siltgb3_2 AAACACGUGCUGACGCUAA
siltgb3_3 GAGCAGUCUUUCACUAUCA
siltgb3_4 GUGAAAGAGCUGACGGAUA
siltgb4_1 GCUACAACGUGGAGGGCGA
siltgb4_2 AAGUCAAGAUGGUAGACGA
siltgb4_3 GAUCAACUACUCUGCGAUA
siltgb4_4 GGAUAAUACAGCACACGGA
siltgb5_1 CCGCUUAGGUUUCGGGUCU
siltgb5_2 GCUAGGCACGCACGGAUAA
siltgb5_3 AGAAGAUCGGAUGGCGAAA
siltgb5_4 ACUGCUAAGGACUGCGUUA
siltgb6_1 GGACAUUCCUAUCCCGUAU
siltgb6_2 CGGCCAACUCAUUGAUAAA
siltgb6_3 GGAGUUGCAUCGAGUGCUA
siltgb6_4 GCUCAUCGGAGUUGUGCUA
siltgb7_1 GGACCUUCAGUGCGGGAUA
siltgb7_2 GGUCUGUGCUGACGUGAAU
siltgb7_3 ACUCAAUGAAGGACGACUU
siltgb7_4 AGAAAUUCCGGGZCCGCUU
siltgb8_1 GCGGAUGGUGUGUUCAAGA
siltgb8_2 GGCCAAAGUGAACACAAUA
siltgb8_3 CGUCAAGUGAGAAUGAAAU
siltgb8_4 GGAAGUGAACGUUGUGAUA
siPtk2_1 GUACAGCACUCGCGUAUCU
siPtk2_2 GCUCCAGAGUCAAUCAAUU
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siPtk2_3 GGGCAUCAUUCAGAAGAUA
siPtk2_4 GAAGUUGGGUUGUUUGGAA
siSrc_1 GCUCGUGGCUUACUACUCC
siSrc_2 UCAGAUCGCUUCAGGCAUG
siSrc_3 GGGAGCGGCUGCAGAUUGU
siSrc_4 GCACGGGACAGACCGGUUA
sillk_1 GAAGGCACCAAUUUCGUUG
sillk_2 GUAAGCUCAUGAAGAUUUG
sillk_3 CUCAAUAGCCGCAGUGUAA
sillk_4 GAACAAACACUCCGGUAUU
siCfl1_1 CCAGAAGAAGUGAAGAAAC
siCfl1_2 CAGACCUGCUCUUGGGUGU
siCfl1_3 CUAACUGCUACGAGGAGGU
siCfl1_4 GUGUCAUCAAGGUGUUCAA
siPfn1_1 GCAAAGACCGGUCAAGUUU
siPfn1_2 GGGAAUUUACAAUGGAUCU
siPfn1_3 UGGAACGCCUACAUCGACA
siPfn1_4 CUUCGUUAGCAUUACGCCA

4.1.12 Antikorper

Tabelle 8: Primarantikorper.
Antikorper Spezies Klon ﬁ:ikel- Hersteller Klonalitat
EeRd Maus 6-11B-1 T6793  Sigma mono
Acetyl-CoA
Carboxylase Kaninchen | C83B10 | #3676 CST* mono
(ACC)
AMPKa Maus F6 #2793 CST mono
AMPKf1/2 Kaninchen | 57C12 | #4150 CST mono
FAK Kaninchen #3285 CST poly
GLI1 Maus L42B10 #2643 CST mono
GLI2 Maus C-10 sc-271786 Santa Cruz  mono
GLI3 Ziege AF3690 R&D poly
ITGAV Kaninchen #4711 CST poly
Keratin 17/19 Kaninchen  D4G2 #12434 CST mono
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KIF3A Kaninchen D7G3 #8507 CST mono
LC3A/B Kaninchen D3U4C  #12741 CST polyk
mTOR Kaninchen 7C10 #2983 CST mono
PDGFR-a Kaninchen C-20 sc-338 Santa Cruz | poly
phospho-ACC .
(Ser79) Kaninchen D7D11  #11818 CST mono
phospho-ACC .
(Ser79) (fiir IHC) Kaninchen #36611 CST poly
phospho-AMPKa .
(Thr172) Kaninchen 40H9 #2535 CST mono
phospho-mTOR .
(Ser2448) Kaninchen | D9C2 #5536 CST mono
phospho-Paxillin .
(Tyr118) Kaninchen #2541 CST poly
SUFU Ziege M-15 sc-10934 | Santa Cruz  poly
TAZ Kaninchen E8BE9G #83669 CST mono
YAP Kaninchen #4912 CST poly
a-SMA Kaninchen D4KON  #19245 CST mono
B-ACTIN Maus AC-15 | Ab441 Sigma mono
* Cell Signaling Technology

Tabelle 9: Sekundarantikorper.
Antikorper Quelle/lsotyp Konjugat Artikel-Nr. Hersteller
a-mouse IgG Pferd HRP* #7076 CST
a-rabbit IgG Ziege HRP* #7074 CST
a-goat IgG Maus HRP* sc-2354 Santa Cruz
a-mouse IgG Ziege AF488** 10696113 | Fisher Scientific
a-mouse IgG Ziege AF633 A-21050 Fisher Scientific
a-rabbit IgG Ziege AF488 10082502  Fisher Scientific
a-rabbit IgG Ziege AF633 A-21070 Fisher Scientific

* HorseRadish Peroxidase **Alexa Fluor®

4.1.13 Analysesoftware und Datenbanken

Datenbanken
PubMed

Gen Datenbank

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
Protein Atlas https://www.proteinatlas.org/
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R2: Genomics Analysis and
Visualization Platform

Analysesoftware

ApE (A plasmid Editor)

GraphPad Prism 6

Microsoft® Office 2013
Analysesoftware NanoDrop 2000/2000c
Leica Application Suite LAS V4.7
Mx3005P Analysesoftware

ViewPoint Light

ImageJ

INTAS GDS Software

Chromas
Simplicity 4.2
Cellometer Auto T4

https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi

M. Wayne Davis

GraphPad Software, La Jolla (USA)
Microsoft, Redmond (USA)

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen (DE)
Leica Microsystems, Wetzlar (DE)
Agilent Technologies, Santa Clara (USA)
precipoint, Freising (GER)
https://imagej.nih.gov/ij/index.html

Intas Science Imaging Instruments,
Géttingen (DE)

Technelysium, South Brisbane (AUS)
Berthold, Pforzheim (DE)

Nexcelom Bioscience, Lawrence MA (USA)

Software zur Erstellung der Abbildungen

BioRender
Medical Art

4.2 Methoden
4.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Zellen

https://biorender.com/

https://smart.servier.com/

Die verwendeten Zelllinien wurden standardmaflig in DMEM (hoher Glukosegehalt,
Pyruvat) mit Zugabe von 1 % Penicillin-Streptomycin (P/S) (v/v) und 10 % fétalem
Kalberserum (FCS) kultiviert. Die Zellkulturarbeiten wurden ausnahmslos in einer
Sterilbank durchgefuhrt. Die Inkubation der Zellen fand bei 37 °C, 5 % CO2 und einer
Luftfeuchtigkeit von 95 % statt. Stabile Zelllinien wurden zudem stets unter einem
Selektionsdruck kultiviert, je nach integrierter Resistenzkassette handelte es sich dabei
entweder um Blasticidin (5 ug/ml), Puromycin (2 yg/ml) oder Hygromycin (400 pg/ml).
Die Zelllinien wurden bis zu einer Konfluenz von etwa 80-90 % kultiviert und
anschlieend passagiert, hierfir wurde das Medium vollstandig abgenommen und 1x

mit ca. 5-7 ml DPBS gewaschen. Es folgte eine Behandlung mit 1 ml (bei 100 mm
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Kulturschalen) oder 2 ml (bei 150 mm Kulturschalen) Trypsin-EDTA von 10 min bei
37 °C. Die abgelosten Zellen wurden mit einer Pipette vereinzelt und je nach Eigenschaft
der Zellen und bendtigter Menge fir Folgeexperimente in frische Kulturschalen
Uberfihrt. Der Trypsinisierungsprozess wurde durch anschliefende Zugabe des
Kultivierungsmedium (10 ml in 100 mm Schalen, 20 ml in 150 mm Schalen) gestoppt.
Die Konfluenz der Zellen wurde mithilfe eines Lichtmikroskops Uberprift. Die

verwendeten Zelllinien wurden nicht Ianger als 30-mal passagiert.

Aussaat von Zellen fiir Inmunfluoreszenz

Fur Immunfluoreszenzexperimente wurden die Zellen in der Regel mit einer Konfluenz
von etwa 70 % ausgesat. Es wurden dabei zundchst runde Deckglaschen in eine 12-
Well-Platte tberfihrt und anschlieRend mit der Zellsuspension bedeckt. Es musste stets
darauf geachtet werden, dass die Suspension nicht unter das Deckglaschen gerat. Fur
die Arbeit mit Hydrogel-Deckglaschen wurden die Zellen auf dieselbe Art ausgesat, es
musste allerdings darauf geachtet werden, das Gel nicht von dem Glasdeckglaschen zu
I6sen oder es zu beschadigen. Nachdem die Zellen sich abgesetzt hatten, wurde das
Medium in der Regel zu DMEM mit einem 0.5 %igem Anteil an FCS gewechselt.

Experimente ohne Medienwechsel wurden separat gekennzeichnet.

Plasmidtransfektion mittels Polyethylenimin (PEI)

Die Zellen wurden am Vormittag entweder auf 6-Well-Platten oder 100 mm
Zellkulturschalen mit einer Konfluenz von etwa 60 % ausgesat. Dies entsprach auf einer
6-Well-Platte einer Zellzahl von 5 x 10° Zellen/Well und auf einer 100 mm Schale 3 x 10°
Zellen/Schale. Auf die Zellen wurde anschlieend DMEM (10 % FBS, 1 % P/S) gegeben
und bei 37 °C fir einige Stunden inkubiert. Fir die Transfektion sollten sich die Zellen
vollstandig abgesetzt haben, dies wurde mithilfe eines Lichtmikroskops Uberwacht. Die

Transfektionsansatze wurden wie folgt vorbereitet:

6-Well-Platte

Plasmidlésung PEI-L&sung
2 ug Plasmid-DNA 4 ul PEI

82 ul DPBS 80 ul DPBS

100 mm Schale

Plasmidlésung PEI-Lésung
8 ug Plasmid-DNA 16 ul PEI
330 ul DPBS 320 ul DPBS

58



MATERIAL UND METHODEN

Die beiden Lésungen wurden fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, bevor sie
zusammengefuhrt wurden. Es folgte eine weitere Inkubation des vereinten Ansatzes von
30 min bei RT. Anschlielfend wurde der Ansatz tropfenweise auf das gewtinschte Well
oder Schale gegeben. Nach der Transfektion wurden die Zellen fir einen Zeitraum von
48 h bei 37 °C inkubiert. Diese Transfektion besal} die geringste Effizienz und wurde

daher nur bei Zellen angewandt, die sich vergleichsweise leicht transfizieren lassen.

Plasmidtransfektion mittels HelixIN

Die Zellen wurden am Vormittag auf 6-Well-Platten mit einer Konfluenz von etwa 60 %
ausgesat. Am Nachmittag, nach Absetzen der Zellen, erfolgte die Transfektion nach

folgendem Schema:

6-Well-Platte

2 ug Plasmid-DNA

4 pl HelixIN Transfektionsreagenz
250 pl OptiMEM

Der Reaktionsansatz musste fir 30 min bei RT inkubieren. Es folgte die tropfenweise
Zugabe des Ansatzes in das gewtnschte Well. AnschlieBend wurde 20 pl des im Kit
enthaltenen HIB (100x) hinzugegeben. Nach der Transfektion wurden die Zellen fir
einen Zeitraum von 48 h bei 37 °C inkubiert. Dieses Transfektionsreagenz besal eine
hohe Effizienz und wurde ausschliellich zur Herstellung von CRISPR-Knockout-

Zelllinien verwendet.

Plasmidtransfektion mittels TransIT

Die Zellen wurden am Vormittag auf 6-Well-Platten mit einer Konfluenz von etwa 60 %
ausgesat. Am Nachmittag, nach Absetzen der Zellen, erfolgte die Transfektion nach

folgendem Schema:

6-Well-Platte

2,5 ug Plasmid-DNA

7,5 pl TransIT Transfektionsreagenz
250 pl OptiMEM

Der Reaktionsansatz musste fur 30 min bei RT inkubieren. Es folgte die tropfenweise
Zugabe des Ansatzen in das gewlnschte Well. Nach der Transfektion wurden die Zellen

fur einen Zeitraum von 48 h bei 37 °C inkubiert. Diese Transfektion besal® eine
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vergleichsweise hohe Effizienz und wurde vor allem bei Immunfluoreszenzexperimenten

verwendet.

siRNA-Transfektion mittels Lipofectamine RNAiMAX

Die Zellen wurden vormittags mit einer Konfluenz von 60 % in 6-Well-Platten ausgesat.
Am Nachmittag, wenn die Zellen sich abgesetzt haben, wurde die siRNA-Transfektion
durchgeflihrt. Beim Einsatz von siRNA wurde stets mit Filterspitzen und auf Eis

gearbeitet. Die Transfektion erfolgte nach folgendem Schema:

6-Well-Platte

RNAIMAX-L&sung siRNA-L&sung

4.8 ul RNAIMAX 2,4 ul siRNA (20 uM)
200 pl OptiMEM 198 ul OptiMEM

Die beiden Lésungen sollten fur 5 min bei RT inkubieren, bevor sie zusammengefihrt
wurden. Es folgte eine Inkubation von 25 min bei RT. Vor Zugabe des Ansatzes in das
gewlnschte Well wurde das Medium entfernt und jeweils 1 ml frisches DMEM (10 %
FCS, 1% PI/S) zugegeben. Es folgte die tropfenweise Zugabe des Ansatzes, die
Endkonzentration der siRNA pro Well betrug schlielich 34 nM. Die Zellen wurden fur
24 h bei 37 °C inkubiert, anschlieend fand ein Medienwechsel zu 0,5 % FCS DMEM
statt und eine weitere Inkubation der Zellen fur 48 h. Sollte das Experiment auf
Hydrogelen stattfinden wurde die siRNA-Transfektion zunachst auf Plastik durchgefihrt.
Nach der Inkubation fiir 24 h wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA von der Platte gel6st
und auf die Hydrogel-Wells gesat. Daraufhin folgte ebenfalls ein Medienwechsel zu
0,5 % FCS und eine Inkubation der Zellen fiir 48 h.

Kryokonservierung von Zellen fiir eine langfristige Lagerung

Fir eine langfristige Lagerung wurde eine 90 % konfluente 100 mm Zellkulturplatte
zunachst mit DPBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA behandelt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 400 rpm. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in jeweils 1 ml Einfriermedium, bestehend aus FCS mit
10 % DMSO, resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Kryovials Uberfihrt und in eine
Einfrierbox mit 2-Propanol gegeben. Das 2-Propanol sorgte flur ein langsames Einfrieren
der Zellen und verhinderte somit moégliche Kristallbildung und Beschadigung der Zellen.
Die Box wurde fir mindestens 24 h bei -80 °C gelagert. Fur eine Lagerung von 1-
2 Jahren wurden einige Vials bei -80°C, fur eine langerfristige Lagerung in

Flussigstickstoff gegeben.
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Zum Auftauen der Zellen wurden diese zunachst in einem 37 °C warmen Wasserbad
getaut. Die Zellsuspension wurde anschlieend in ein Falkon mit 5 ml DMEM Uuberflhrt
und bei 400 rpm fir 10 min abzentrifugiert. Das Medium wurde vollstéandig
abgenommen, um so das DMSO der Einfrierlésung zu entfernen. Es folgte eine
Resuspension der Zellen in DMEM (10 % FCS, 1 % P/S) und ein anschlieBendes
Uberfihren in einen 100 mm Zellkulturschale. Die Zellen wurden bei 37 °C fur

mindestens eine Woche kultiviert, bevor sie experimentell genutzt werden konnten.

Ausziahlen von Zellen

Die Zellen einer 100 mm Zellkulturschale wurden mit DPBS gewaschen und mit Trypsin-
EDTA behandelt. Die Zellsuspension wurde anschlie3end in ein 15 ml Falkon Uberfihrt.
Es wurden zwei verschiedene Methoden zur Auszahlung der Zellen verwendet. Zum
einen wurde ein Cellometer Auszahlgerat verwendet, hierfir musste die Zellsuspension
in speziell gefertigten Objekttrager pipettiert werden. AnschlieRend wurden die Zellen
automatisch ausgezahlt und die Zellzahl pro ml angegeben. Diese Methode wurde bei
dem Grofteil der Versuche angewandt. Fir die restlichen Versuche wurde die
Zellesuspension in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Es folgte das Auszahlen der
Zellen pro Quadrat und anschlieffendem berechenen der Zellzahl pro ml nach folgender
Formel:

(Zellzahl der 4 Quadranten / 4) * 10* Zellen/ml (eventuelle Verdinnung noch

miteinrechnen)

Isolation der primdren mCAF1-Fibroblasten aus Mauspankreastumoren

Zur Isolierung von primaren CAFs wurde zunachst das Pankreaskarzinom einer KPC-
Maus entfernt und in einem Falkon mit DPBS auf Eis aufgefangen. Zusatzlich wurde
etwas Mausblut in einem Eppi Uberfihrt und 20 min bei RT inkubiert. Das Blut wurde
anschlieRend bei 13.000 rpm fiir 5 min bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand, das
Blutserum, abgenommen. Der Pankreastumor wurde unter einer Sterilbank in etwa
2x2x2 mm grofRe Stucke zerteilt und durch einen Tropfen gemischt aus 1 pl Blutserum
und 1 pl CaCl-Lésung auf eine 100 mm Kulturschale befestigt. Die angehefteten Stlicke
wurden mindesten 30 min bei RT inkubiert und konnten anschliefend mit DMEM (20 %
FBS, 1 % P/S) vorsichtig umspult werden, bis die Stiicke vollstandig bedeckt waren. Die
Inkubation der Schale bei 37 °C fuhrte nach mehreren Wochen schlieBlich zum
herauswachsen von Zellen aus den Fragmenten. Die Stlicke wurden daraufhin entfernt
und die Zellen mittels Trypsin/EDTA in eine frische Schale Uberfuhrt. Die Zellen mussten
nun auf mesenchymale Marker, sowie dem Fehlen der KPC Mutationen untersucht

werden.
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Herstellung stabiler PaTu8988T!-Zellen

Zur Herstellung stabiler PaTu8988T*-Zellen wurden die Wildtyp PaTu8988T-Zellen
zunachst mit einer Konfluenz von ca. 60 % auf eine 100 mm Schale ausgesat. Nach
Absetzen der Zellen folgte die Transfektion des Plasmids PGK-Luc zusammen mit pEF-
MCS mittels TransIT nach dem beschriebenen Protokoll. Parallel wurde als Kontrolle
eine 100 mm PaTu8988T-Schale nur mit PGK-Luc transfiziert. Es folgte eine Inkubation
der Zellen flr 48 h bei 37 °C, anschlieliend wurden sie in jeweils drei frische 100 mm
Schalen gesplittet. Es folgte eine Behandlung der Zellen mit der vorgeschriebenen
Konzentration des Antibiotikums Blasticidin. Die Zellen wuden anschliefend bei 37°C
inkubiert, bis sie in den Kontrollschalen vollstandig abgestorben waren und sich auf den
PGK-Luc + MCS-Schalen Zellkolonien bildeten. Dies dauerte in der Regel etwa 2-3
Wochen. Die Kolonien wurden schlieRlich trypsinisiert, vereinzelt und auf neue 100 mm-
Schalen Uberfihrt. Als Kontrolle einer erfolgreichen stabilen Transfektion wurde ein
Luciferase-Assay durchgefuihrt. Die Menge an gemessener Luciferase sollte dabei linear
zu der Menge an Zellen sein, um bei darauffolgenden Experimenten ein sicheres
Ergebnis liefern zu kdnnen (Abb. E8). Nach der Kontrolle wurden die Zellen schlief3lich

kultiviert und Kryovials fir die Lagerung und spatere Nutzung weggefroren.

Herstellung stabiler NIH3T3[GFP-LC3-RFP]-Zellen

Zur Herstellung stabiler NIH3T3[GFP-LC3-RFP]-Zellen wurden die Wildtyp Fibroblasten
zunéachst mit einer Konfluenz von ca. 60 % auf eine 100 mm Schale ausgesat. Nach
Absetzen der Zellen folgte die Transfektion des Plasmids pGFP-LC3-RFP mittels
TransIT nach dem beschriebenen Protokoll. Parallel wurde als Kontrolle eine nicht-
transfizierte 100 mm PaTu8988T Schale kultiviert. Es folgte eine Inkubation der Zellen
fur 48 h bei 37 °C, anschlielRend wurden sie in jeweils drei frische 100 mm Schalen
gesplittet. Es folgte eine Behandlung der Zellen mit der vorgeschriebenen Konzentration
des Antibiotikums Blasticidin. Die Zellschalen wuden anschlieRend bei 37 °C inkubiert,
bis die Zellen in den Kontrollschalen vollstandig abstarben und sich auf den transfizierten
Schalen Zellkolonien bildeten. Dies dauerte in der Regel etwa 2-3 Wochen. Die Kolonien
wurden schlieB3lich trypsinisiert, vereinzelt und auf neue 100 mm Schalen Uberfuhrt. Als
Kontrolle einer erfolgreichen stabilen Transfektion wurden die Zellen nach Kultivierung
in 0,5 % und 10 % FCS-Medium unter einem Immunfluoreszenzmikroskop Uberpruft.
Nach der Kontrolle wurden die Zellen schlieRlich in Kryovials fiur die Lagerung und

spatere Nutzung weggefroren.
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Herstellung stabiler ItgaV-CRISPR-Knockout-mPSC4-Zellen
Zur Herstellung stabiler ItgaV-CRISPR1-Knockout-mPSC4-Zellen wurde die Strategie

von Blomen et al. verfolgt [40]. Dabei wurden die Wildtyp-Sternzellen zunachst mit einer

Konfluenz von ca. 60 % auf eine 6-Well-Platte ausgesat. Nach Absetzen der Zellen
folgte die Transfektion der Plasmide mittels HelixIN. Es wurde dabei nach dem HelixIN
Protokoll vorgegangen, die 2 ug Plasmidmenge setzte sich dabei aus folgendem

Zusammen:

pU6-ltgaV_Crispr1 0,8 ug (Eigengenerierung)
pTia-2A-Hygro 0,8 pg
pU6G-Cas9 0,2 ug

Es folgte eine Inkubation der Zellen flir 48 h bei 37 °C. Die transfizierten Zellen wurden
anschlief3end in 100 mm Schalen Gberfuhrt und mit der vorgeschriebenen Konzentration
des Antibiotikums Hygromycin behandelt. Das Heranwachsen von Zellkolonien dauerte
in der Regel 2-3 Wochen, daraufhin wurden einzelne Klone gepickt und der erfolgreiche
Knockout mittels Western-Blot und RT-qPCR bestatigt. Ein erfolgreicher Klon wurde

schlieBlich kultiviert und in Kryovials fur die Lagerung und spatere Nutzung weggefroren.

4.2.2 Mikrobiologische Methoden

Klonierung von ItgaV-CRIPSR-Konstrukten

Fir das Klonieren eines ItgaV-CRISPR1-Konstruktes wurden zunachst die Primer
mltgav_Crispr1_s und mitgav_Crispr1_as als 100 uM-Stock in H2O gel6st. Diese Primer
enthielten bereits die vollstandige Sequenz des Integrin aV und mussten daher lediglich
zu einem doppelstrangigen Primer zusammengefihrt werden. Hierflir wurde jeweils
15 yl der Primer in ein Eppi uberfihrt und bei 100 °C fur 5 min aufgekocht. Die
Primerldsung musste anschliefliend langsam auf RT abgekihlt werden, bevor sie bei -
20 °C gelagert werden konnte. Der Zielvektor der Klonierung ist pU6-Cas9 (Abb. E1).
Dieser musste zunachst verdaut und aus dem Gel extrahiert werden. Fur den Verdau
wurde folgendes Protokoll verwendet:
NEBuffer 2.1 (10x) 5 pl

Bbsl 1 ul
pU6-Cas9 5 ug
H2O bis zu 50 pl
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Der Ansatz wurde anschlieRend fir 1 h bei 37°C inkubiert, als Kontrolle diente der Ansatz
ohne Zugabe des Restriktionsenzyms (Bbsl/). Es folgte eine Zugabe des 10x Ladepuffers
und eine vollstandige Auftragung der Proben auf das Agarosegel. Nach der
Agarosegelelektrophorese wurde ein Bild des verdauten und unverdauten Vektors
aufgenommen. Anschlie3end wurde der verdaute Vektor auf einer Hohe von 9283 bp an
einem UV-Tisch mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 2 ml Eppi tberflhrt. Der
Vektor wurde mithilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits aufgereinigt und
anschliel’end die Konzentration am NanoDrop-Photometer gemessen.

Es folgte die Ligation des Vektors mit dem ds Primer nach folgendem Protokoll:

Kontrollansatz ohne Primer

T4 Ligase Buffer (10x) 1l
T4-Ligase 1l
pU6-Cas9 mindestens 70 ng
H.O bis zu 10 pl
1:3 Ligation
T4 Ligase Buffer (10x) 1 ul
T4-Ligase 1 ul
pU6-Cas9 mindestens 70 ng
ds Primer 3 ul
H-0 bis zu 10 pl
1:7 Ligation
T4 Ligase Buffer (10x) 1l
T4-Ligase 1l
pU6-Cas9 mindestens 70 ng
ds Primer 7 ul
H.O bis zu 10 pl

Die Ansatze wurden bei 4 °C tber Nacht ligiert und die Ligation bei -20 °C gelagert. Nach
erfolgreicher Ligation wurden die Ansatze in E.coli-TOP10 mittels Hitzeschock
transformiert. Hierfur wurden die Bakterien zunachst auf Eis getaut und kurz mithilfe
einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Parallel wurde SOC-Medium und Agarplatten mit
Ampicillin bei 37 °C angewarmt. Es wurden jeweils 4 pl jedes Ligationsansatzes in 50 pl
Bakteriensuspension gegeben und anschlieRend fur 30 min auf Eis inkubiert. Der

Hitzeschock erfolgte in einem 42 °C Wasserbad fir exakt 45 s. Die Ansatze wurden
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anschliefdend fur 1-2 min auf Eis inkubiert bevor jeweils 1 ml des aufgewarmten SOC-
Mediums hinzugegeben wurde. Die Bakteriensuspensionen wurden anschlieRend bei
37 °C auf einem Heizschuttler bei 300 rpm fir 1 h geschittelt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 6000 rpm fir 5min und eine Abnahme des Mediums. Das
Bakterienpellet wurde schliellich in 200 yI SOC-Medium resuspendiert und auf
Ampicillin-LB Agarplatten ausplattiert. Hierbei wurden 2 Platten pro Ansatz verwendet,
es wurden einmal 50 pl der Suspension und einmal 150 pl plattiert. Die Platten wurden
bei 37 °C dber Nacht inkubiert. Die angewachsenen Klone wurden mit einer
Pipettenspitze gepickt und in ein Falkon mit 5 ml LB-Medium + Ampicillin gegeben. Es
folgte eine erneute Inkubation der Bakterien bei 37 °C in dem Bakterienschuttler. Mit der
angewachsenen Kolonie wurde schlielich eine Mini-Praparation durchgefiihrt und eine
anschliellende Sequenzierung mithilfe des Primers mU6_For auf den Einbau des Insert
in das Plasmid Uberprtift. Es folgte schliellich eine Midi-Praparation und die Herstellung

eines Glycerolsstocks zur langfristigen Lagerung.

Herstellung von Glycerolstocks zur langfristigen Lagerung

Zur langfristigen Lagerung wurden die Bakterienkulturen bei -80 °C tiefgefroren. Hierfur
wurde 1 ml der gewachsenen Bakterienkultur mit 450 ul 50 %igem Glycerol versetzt und
in ein Reaktionsgefal® mit Schraubverschluss Gberfihrt. AnschlieRend konnte das Eppi

bei -80°C zur Lagerung weggefroren werden.

Kultivierung von Bakterien zur Plasmidisolation

Zur Kultivierung von Bakterien wurde zundchst 5 ml LB Medium in ein Falkon gegeben
und mit dem passenden Antibiotikum versetzt (i.d.R. Ampicillin 100 ug/ml oder
Kanamycin 25 pg/ml). Die gefrorenen Bakterien im Glycerolstock wurden anschlie3end
mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in das Falkon tberfuhrt. Es folgte eine Inkubation
Uber Nacht bei 37 °C im Bakterienschuttler. Die angewachsene Bakteriensuspension
wurde entweder direkt fir eine Mini-Praparation verwendet (falls nur geringe Mengen
des Plasmids benétigt wurden) oder fir eine Midi-Praparation in einen Erlenmeyerkolben
mit 250 ml LB-Medium + Anitbiotikum Uberfihrt und erneut Uber Nacht bei 37 °C im
Bakterienschuttler inkubiert. Nachdem die Kultur dicht angewachsen ist wurde eine Midi-

Praparation durchgeftihrt.
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4.2.3 Molekularbiologische Methoden

Plasmidisolierung (,Midi-Prep°)

Fir den Gebrauch gréRerer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine Midi-Praparation
durchgeflihrt. Es wurde dabei zunachst, wie oben beschrieben, eine dicht gewachsene
Bakterienkultur angezogen. Die Plasmid Praparation erfolgte mithilfe des NucleoBond
Xtra Midi Plasmid DNA Purification Kit von Macherey Nagel. Die Bakteriensuspension
wurde bei 2500xg fur 30 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Aufreinigung erfolgte nach
Protokoll des Herstellers. Das aufgereinigte Plasmid wurde schlief3lich in 200 yl H20

aufgenommen und die Konzentration am NanoDrop-Photometer vermessen.

Plasmidisolierung (,Mini-Prep‘)

Eine Mini-Praparation wurde nur dann durchgeflihrt, wenn das Plasmid in geringen
Mengen gebraucht wurde. Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie oben beschrieben. Zur
Aufreinigung wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid DNA Purification Kit gearbeitet. Die
Plasmid-DNA wurde schlieflich in 40 pl H2O gel6st und die Konzentration am NanoDrop-

Photometer bestimmt.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsdguren (hier ausschlieSlich RNA und Plasmid-DNA)
wurde am NanoDrop™ 1000 und 2000 bestimmt. Als Referenzlésung wurde der Puffer
oder das H20 in welchem die Nukleinsaure geldst wurde verwendet (hier i.d.R. H20). Es

wurde jeweils 2 ul eingesetzt.

Sequenzierung von Nukleinsiuren

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde von der Firma LGC Genomics (Berlin)
durchgefuhrt. Hierfir wurde 1 ug der DNA mit 2 pl des Sequenzierungsprimers (10 M)
und H2O in einem Gesamtvolumen von 14 pl aufgenommen und anschlieRend zur

Sequenzierung verschickt.

Agarosegelelektrophorese

Zur  Auftrennung und  Aufreinigung  von  Plasmid-DNA  wurde  eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Die negativ-geladene Plasmid-DNA wandert
hierbei durch das Gel zur Anode. GrofRRere Fragmente sind aufgrund des Gel-
Widerstands langsamer als kleinere. Der prozentuale Anteil an Agarose des Gels

bestimmt dabei die GroRe der Poren. Eine hohere Prozentigkeit war mit einer kleineren
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PorengroRe gleichzusetzen. Das Gel wurde nach dem obigen Rezept (Abschnitt 4.1.4)
gegossen. Fur ein kleines Gel konnte 100 ml angesetzt werden, fir ein groRes 200 ml.
Je nach GroRe des Plasmids wurde eine Prozentigkeit der Agarose von 1-2 %
verwendet, 1 % fur grolRe DNA-Fragmente (tUber 1000 bp), 2 % fir kleine Fragmente.
Die Gelsuspension wurde anschlieend in einer Mikroowelle aufgekocht, bis sich die
Agarose vollstandig gelost hat. Es folgte ein erneutes Abklhlen der Gellésung bis diese
handwarm war, erst dann konnte der DNA-Farbstoff (Midori Green Advanced DNA
Farbstoff) hinzugegeben werden. Das Gel musste nun in die GieRapparatur mit
gewlnschtem Kamm gegossen werden. Nach aushéarten des Gels konnte der Kamm
entfernt und das Gel in die Laufkammer Uberflihrt werden. Das Agarosegel musste nun
vollstandig mit 1x TAE-Puffer umgossen werden, auch die Taschen sollten geflillt sein.
Es folgte die Auftragung der Proben und des Standards (10 ul je nach FragmentgroRRe
entweder 100 bp oder 1 kb Standard). Die Proben wurden vollstandig geladen, da i.d.R.
anschlieend eine Gelextraktion stattfand. Das Gel lief bei 60-80 V, die Dauer hing von
der Grolke der Fragmente ab. Bei groReren Fragmenten ist es ratsam das Gel langer
laufen zu lassen. Nach dem Gellauf wurde an einem UV-Tisch ein Bild aufgenommen
und das passende Fragment fir eine Aufreinigung ausgeschnitten und in ein Eppi
Uberflhrt.

RNA-Isolation und cDNA-Herstellung

Fur eine RNA-Isolation wurden das Medium auf den Zellplatten vollstandig abgenommen
und die Zellen 1x mit DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Platten bei -80 °C
gelagert, bis zur RNA-Isolation. Die RNA-Isolation wurde mithilfe des NucleoSpin® RNA
(250) Kits von Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die Zellkulturplatten wurden vor Zugabe
des Lysepuffers nur leicht angetaut. Die anschlieRende Aufreinigung fand nach dem
Protokoll des Herstellers statt. Hydrogelplatten dagegen durften nicht bei -80 °C
gelagerd werden, die RNA musste direkt isoliert werden. Eine erfolgreiche Lyse konnte
zudem nur duch auf- und abpipettieren erreicht werden, es war stet darauf zu achten
keine Gelreste auf die Saulen zu pipettieren, da dies eine erfolgreiche RNA-Isolation
verhinderte. Das Aufreinigungsprotokoll selbst blieb jedoch gleich. Die aufgereinigte
RNA wurde schlieBlich in einem Volumen von 40 yl H,O aufgenommen und am
NanoDrop-Photometer vermessen. Zur Herstellung von cDNA wurde nach dem iScript™
cDNA Synthesis Kit-Protokoll gearbeitet. Eingesetzt wurde jeweils 1 ug RNA und nach
Durchlauf der cDNA-Synthese wurde die cDNA mit 40 yl H.O verdinnt. Das

Syntheseprogramm war dabei folgendes:
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25°C 5 min Priming
42 °C 30 min Reverse Transkription
85 °C 5 min Reverse Transkriptase Inaktivierung

Realt-Time-(RT)-qPCR

Fir eine RT-gPCR wurden die Primer und die cDNA nach folgendem Protokoll

eingesetzt, die Berechnung ist dabei pro Well:

1 pul cDNA

5 ul Absolute gPCR SYBR Green Mix (2x)
0,2 pl Primer fwd

0,2 pl Primer rev

3,6 pl H20

Es wurden i.d.R. Duplikate gemessen. Die Platte wurde anschliefend kurz
abzentrifugiert und die RT-qPCR wurde in der Mx3005P qPCR-Maschine durchgefihrt.
Alle verwendeten RT-gPCR-Primer wurden in einer Art erstellt, dass sie dieselbe

Annealing-Temperatur von 65°C besallen. Das Programm der RT-qPCR war folgendes:

95 °C 15 min

95°C 15s

65°C 20s 40 Zyklen
72°C 15s

95°C 1 min

65°C 30s

95°C 30s

Nach dem Durchlauf des Programms wurden die Schmelzkurven analysiert, um eine
mdgliche Verunreinigung oder einen fehlerhaften Durchlauf auszuschlief3en.
Anschliellend wurden die Ct-Werte der einzelnen Wells in ein Excel-Dokument exporitert

und ausgewertet.

SDS-PAGE

Zur Auftrennung von denaturierten Ganzzellproteinlysaten nach ihrer GréRe wurde eine
Sodium Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektorphorese (SDS-PAGE) durchgefihrt. Es

wurde dabei zunachst ein Polacrylamid-Gel nach Anleitung in einem Biorad Giel3stand
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gegossen. Je nach Grofle des zu detektierenden Proteins wurde 10-15 % Polyacrylamid
verwendet. Die Kdmme besalRen dabei eine breite von 1,5 mm. Die Gele wurden
anschliefend in das BioRad-System engespant und vollstdndig mit Laufpuffer
umgossen. Es folgte die Beladung der Gele zunachst mit 8 pl eines Proteinstandards
(ProteinLadder) und den jeweiligen Lysaten. Es wurde dabei eine Menge von 15-30 pl
Lysat verwendet, je nach Proteinmenge. Die Gele wurden anschlieRend bei einer
Stromstarke von 10mA pro Gel gestartet. Sobald die Proteinproben die
Sammelgelschicht passiert hatten, wurde die Stromstarke auf 20 mA pro Gel erhéht. Die
Dauer der Auftrennung war dabei abhangig von der Menge an Polyacrylamid im
Trenngel und der GroBe des zu detektierenden Proteins. Nach erfolgreicher
Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde direkt im Anschluss ein Western Blot-Transfer
(siehe Abschnitt 4.2.4) durchgefuhrt.

4.2.4 Immunbiologische Methoden

Western-Blot

Der Western-Blot mithilfe des Tank-Blot Systems folgte direkt nach Durchflihrung der
SDS-PAGE, die aufgetrennten Proteine sollten dabei auf eine PVDF-Membran
transferiert werden. Die Gele wurden zunachst aus den Glasplatten befreit und in 1x
Transferpuffer (4 °C) gelegt, ebenso wie die Filterpapere. Die PVDF-Membranen
mussten zunachst mit 100 % Methanol aktiviert und ebenfalls kurz in den 1x

Transferpuffer gelegt werden. Die Reihenfolge der Western-Blot-Kasetten war folgende:

(-) Kathode

Filterpapier
Filterpapier
Gel
Membran

Transfer

(+) Anode

Abbildung 6: Der Aufbau eines Western-Blot. Das Gel und die Membran liegen zwischen
Filterpapieren und Schwammen. Der Proteintransfer erfolgt vom Gel auf die Membran in Richtung
der Anode.
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Es war hierbei wichtig die Reihenfolge und die Transferrichtung von Kathode zu Anode
zu beachten. Die Kasetten wurden anschlieRend in die BioRad-Einsatze flir Western Blot
gespannt. In die Kammern wurde sowohl ein Kihlpack als auch ein Magnetrihrfisch
gegeben, bevor sie mit kaltem (4 °C) Transfepuffer gefillt wurde. Der Transfer erfolgte
bei 350 mA fur 70 min auf einem Magnetrihrgerat. Die Membranen wurden
anschlieBend bei RT getrocknet und fir 1 h bei RT in 5% Milch/TBST auf einem
Schuttler blockiert. Die gewilinschten primaren Antikérper wurden je nach Angabe des
Herstellers in 5 % BSA/TBST oder 5 % Milch/TBST verdinnt, genauere Informationen
befinden sich in der Materialliste unter Antikérper. Die Membranen wurden mit den
Antikdrpern in Folie eingeschweifdt und Uber Nacht bei 4 °C geschittelt. Es folgten 3x
Waschschritte mit 1x TBST jeweils fur 10 min auf dem Schattler. Der Sekundarantikérper
wurde stets in 5 % Milch/TBST angesetzt. Je nach Antikdrper musst anti-rabbit, anti-
mouse oder anti-goat verwendet werden, die Konzentration befindet sich in Tabelle 9.
Es folgte eine Inkubation bei RT fur mindestens 2 h auf einem Schattler. Die Membranen
wurden anschlielend 3x in 1x TBST gewaschen und konnten nun detektiert werden. Zur
Detektion wurden die Membranen mit der Proteinseite in Pierce™ ECL Western Blotting-
Substrat gelegt. Die beiden ECL-Substrate wurden zuvor 1:1 gemischt und somit die
Reaktion gestartet. Bei schwer zu detektierenden Proteinen wurde entweder
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate oder eine Mischung von 1:1
von beiden (ECL und Femto) verwendet. Die Detektion erfolgte mit Fuji Super RX-Filmen
an dem Rontgenfiim-Prozessor SRX-101A. Es wurden dabei verschiedene
Belichtungszeiten aufgenommen. Als Ladekontrolle wurde in jedem der nachfolgenden
Western-Blot Experimente zusatzlich das Protein B-ACTIN detektiert, um einen

Pipettierfehler oder das fehlerhafte Herstellen von Lysaten auszuschlie3en.

Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden nach Kultivierung 2x mit DPBS gewaschen und anschlief3end 10 min
bei RT in 4 % Formaldehydldsung fixiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit DPBS
und zur Permeabilisierung eine Behandlung der Zellen mit 0,5 % Triton-X-100 bei RT fur
5 min. Anschlieend wurden die Deckglaschen erneut mit 1x DPBS gewaschen und fir
1 h bei RT in 10 % FCS in 1x PBS blockiert. Die Antikdrper wurden in DPBS mit 10 %
Serum (der Quelle des Zweitantikdrpers) und 0,1 % Saponin nach Angaben des
Herstellers verdunnt. Fur jedes Deckgldschen wurde 100 pl der Antikdrperlésung
hergestellt und diese wurden auf Parafilm Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Der
Zweitantikorper wurde stets 1:400 in in DPBS mit 10 % Serum (der Quelle des
Zweitantikorperst) und 0,1 % Saponin verdinnt. Da der Zweitantikérper mit einem

lichtsensitivem Fluorchrom gekoppelt ist, sollte hierbei immer im Dunkeln gearbeitet
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werden, da diese sonst ihre Fluoreszenz-Intensitat verlieren. Die Deckglaschen mussten
zunachst in 1x DPBS gewaschen werden und wurden anschlieBend in 100 pl des
Zweitantikorpers fir 2 h bei RT inkubiert. Es folgte erneut ein Waschschritt in DPBS und
abschlieend in Wasser um Salzkristallbildung zu verhindern. Abschlie3end wurden die
Deckglaschen auf einen 15 ul Tropfen von Vectaschield mit DAPI auf den Objekttrager
gegeben. Die Versiegelung der Deckglaschen erfolgte mit Nagellack. Die Zellen konnten
daraufhin am Konfokalmikroskop oder Weitfeldmikroskop untersucht werden. Derselbe
Prozess wurde auch mit Hydrogel-Deckglaschen durchgefiihrt, die Waschschritte wurde
hier etwas verlangert und es musste darauf geachtet werden das Gel nicht zu

beschadigen oder zu verlieren.

4.2.5 Biochemische Methoden

Luciferase-Reporterassay

Fur einen Luciferase-Reporterassay wurden die Zellen in der Regel in 12-Well-Platten
kultiviert und behandelt. Es folgte ein Waschschritt mit 1x DPBS und die Zellen wurden
anschliefdend mit 200 ul 1x Passive Lysis Buffer (PLB) lysiert. Fir eine vollstandige Lyse
wurden die Platten flr 30 min bei RT auf einen Orbitalschittler gestellt. Der Luciferase-
Assay erfolgte in speziellen Platten (weil3, runder Boden). Es wurden immer Triplikate
gemessen, dazu wurde jeweils 50 pl des Zelllysat im Triplikat in die Platte Gbertragen.
Die Platte wurde schlief3lich am Orion L microplate Luminometer vermessen. Eingesetzt
wurde hierbei die Beetle-Juice Luciferase Assay Firefly Mixtur. Die Maschine setzte 50 pl

dieser Mixtur pro Well ein, um anschlieRend fiir 5 s die Lichtemission zu messen.

Alkalischer Phosphatase-Assay (AP-Assay)

Fir den AP-Assay wurden C3H10T1/2-Zellen auf Hydrogel-Deckglaschen in einer 12-
Well-Platte 100 % konfluent (5 x 10° Zellen pro Well) ausgesat. Nachdem die Zellen sich
abgesetzt hatten, wurde das Medium zu 0,5 % FCS-DMEM gewechselt und der Hh-
Aktivator SAG (100 nM) zugegeben. Es folgte eine Inkubation der Zellen fir 4 d bei
37 °C. Die Deckglaschen wurden anschlief3end in eine frische 12-Well-Platte Gberflhrt.
Das Medium wurde abgenommen und die Zellen 1x mit DPBS gewaschen. In jedes Well
wurde 200 yl 1x PLB gegeben und die Platte fur 20 min bei RT auf einem Orbitalschuttler
inkubiert. Die Lysate mussten daraufhin sowohl fur den AP-Assay als auch flr einen
Bradford-Assay in eine 96-Well-Platte, farblos Uberfihrt werden. Fir den AP-Assay
wurde dafur jeweils 20 pl Lysat pro Well im Triplikat Gberfuhrt, fir den Bradford-Assay

jeweils 5yl jedes Lysats im Triplikat. Die Losungen des AP-Assay-Kits mussten
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anschliefend 1:1 gemischt werden und jeweils 200 pl dieses Gemisch pro Well pipettiert
werden. Die Platte wurden bei RT im Dunkeln gelangert und jeweils nach 30 min wurde
eine Endpunkt-Messung am SPECTRA MAX340 (fur Multiwell-Platten) bei einer
Wellenlange von 595 nm durchgefiihrt, bis keine Veranderung des Farbumschlags mehr
sichtbar war. Fur den Bradford-Assay wurde das 5x Reagenz mit H.O auf eine
1x Mischung verdinnt. Es wurden jeweils 100 ul der Bradford-Reagenz in die Lysate
gegeben, sowie eine Standardreihe mit verschiedenen Konzentrationen an BSA in PLB
angefertigt. Die Messung des Bradford-Assays fand ebenfalls am SPECTRA MAX340
(fdr Multiwell-Platten) als Endpunkt-Messung bei 595 nm statt.

Gewinnung Ganzzellproteinextrakte

Fir die Gewinnung von Ganzzellproteinextrakten fur Western Blot-Analysen wurde
zunachst das Medium in den Kulturplatten abgenommen. Es folgten ein Waschschritt
mit 1x DPBS und eine anschlielende Zugabe von 1x SDS-Ladepuffer. Dieser wurde aus
einem 5x Stock mit 1x DPBS hergestellt. Die Zellen wurden durch kratzende und
rihrende Bewebungen mit einer Pipette vermischt und in ein Eppi Gberflhrt. Das Lysat
wurde anschlieRend bei 100 °C fur 10 min aufgekocht und auf Eis abgekuhlt. Die Proben

konnten entweder direkt fir eine SDS-PAGE verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

4.2.6 Xenograft-Experiment

Fir das Xenograft-Experiment wurden weibliche, athymische Nacktmause verwendet.
Diese wurden willklrlich in drei Gruppen aufgeteilt und jeweils mit einer Kombination an

Tumor- und Stromazellen resuspendiert in 200 yl DMEM behandelt:

Gruppe 1: 0,5 x 108 PaTu8988T
Gruppe 2: 0,5 x 108 PaTu8988T + 1 x108 mPSC4
Gruppe 3: 0,5 x 10° PaTu8988T + 1 x 10° mPSC4 [ltgaV KO]

Die Zellsuspensionen wurden subkutan in die posterioren Flanken der Mause injiziert.
Das Volumen der wachsenden Tumore wurde in regelmaRligen Zeitabstanden tberprift
und mithilfe der Formel (LadngexBreite?)/2 bestimmt. Die Lange stellt dabei die langere
Achse und die Breite die kirzere Achse des Tumors dar. Nach erreichen des

Endpunktes wurden die Mause euthanasiert und der Tumor entnommen.
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5. Ergebnisse

Ein erhdhter Hartegrad des Gewebes hat Einfluss auf eine Vielzahl von Zelltypen,
einschliellich Fibroblasten. In einigen Publikationen konnte bereits gezeigt werden, dass
eine Festigung des Gewebes die Bildung von Fibrose unterstitzt oder die Proliferation
und Chemotherapieresistenz von Tumorzellen beispielsweise des HCC verbessert [260,
372]. Im Folgenden soll der Effekt einer Verhartung des Gewebes auf unterschiedliche
mechanosensitive Signalwege und Proteine untersucht werden, unter anderem dem Hh-
Signalweg und dem metabolischen Materregulator AMPK. Die gewonnenen Ergebnisse
sollen anschliefend einen genaueren Einblick in die Tumor-Stroma-Interaktion des
bekannten soliden Tumors PDAC geben und damit eine mégliche Hilfestellung flr neue

Therapieansatze aufzeigen.

5.1 Der Stabilisierungsmechanismus des AMPK-Proteins in Zellen auf

festem Untergrund

Zur Imitation weichen und festen Untergrunds konnten keine herkémmlichen
Zellkulturschalen verwendet werden, weshalb sogenannte Softwells oder auch
Hydrogele benutzt wurden. Diese Hydrogele sind Zellkulturschalen, die mit einer
Gelmatrix aus Polyacrylamid, vernetzt mit Bisacrylamid, beschichtet sind. Die Menge an
Polyacrylamid und Bisacrylamid kann den Hartegrad beeinflussen, der durch das
Elastizitatsmodul (Youngschen Modul) in kPa angegeben wird. Zudem wurden die
verwendeten Hydrogele mit Kollagen-I beschichtet, welches ein Bestandteil der
normalen extrazellularen Matrix darstellt und somit eine erfolgreiche Kultivierung der
Zellen sicherstellte. Innerhalb dieser Arbeit wurden Hydrogele mit zwei verschiedenen
Hartegraden verwendet: 50 kPa zur Imitation festen, kanzerogenen Gewebes und

0,2 kPa zur Imitation weichen, gesunden Gewebes [352, 379].
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Abbildung 7: Die Veranderung der Fibroblasten-Morphologie durch die Untergrundhérte.
Fibroblasten wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat und in 0,5 %
FCS DMEM fur 2 d kultiviert. (A) Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von NIH3T3 und
MEF[GFP] in einer 10x VergroRerung durchgefihrt. Malstabsbalken = 100 um (B) Das
Aktinzytoskelett der NIH3T3-Fibroblasten wurden mit dem Phalloidin-California-Red Konjugat
(rot) und der Zellkern mit DAPI (blau) angefarbt. Es wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen
in einer 20x VergroRerung mit Sfach-Zoom durchgefiihrt. MaRstabsbalken = 10 ym.

Die Kultivierung von Mausfibroblasten auf Hydrogelen unterschiedlichen Hartegrades
hatte bereits eine morphologische Veradnderung zur Folge, die lichtmikroskopisch
analysiert werden konnte (Abb. 7A). Sowohl NIH3T3 als auch MEF[GFP] besalen auf
harten Gelen die typische elongierte Erscheinung und verteilten sich gleichmafig tber
die ganze Kulturschale. Die Zellen auf 0,2 kPa Gelen dagegen waren rundlicher und
weniger verteilt. Die Vermutung lag nahe, dass es sich hierbei um eine Reorganisation
des Aktinzytoskelett handelte. Dieses spielt bei dem Prozess der Mechanotransduktion
Uber die FAs eine essentielle Rolle und kann durch Reorganisation die Morphologie von
Zellen beeinflussen [100, 407]. Eine Farbung des Aktinzytoskelett mithilfe des Phalloidin-
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California-Red Konjugates zeigte einen deutlichen Unterschied in dessen Anordnung
(Abb. 7B). Phalloidin ist ein Cyclopeptid, welches eine Affinitat zu Aktinfasern (F-Aktin),
nicht aber zu monomerem G-Akin besitzt und daher geeignet war, das Zytokelett sichtbar
zu machen. Wahrend das F-Aktin in Fibroblasten bei 50 kPa die typischen, langen
Fasern bildete, welche sich durch die gesamte Zelle zogen, wirkte das Zytoskelett in
Zellen bei 0,2 kPa gebrochen und nur wenige, lange Fasern waren noch zu erkennen.
Dieser Unterschied konnte entscheidend fur das Verhalten der Zellen in verschiedenen
Gewebeharten sein. Das Aktinzytoskelett selbst besitzt eine Vielzahl von Funktionen,
eine davon ist die Ziliogenese [104]. Das Primarzilium ist entscheidend fir den Hh-
Signalweg. Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ob die Harte des Untergrunds
nicht nur das Aktinzytoskelett, sondern auch damit zusammenhangende Signalwege wie

etwa den Hh-Signalweg beeinflusst.

5.1.1 Der Hartegrad des Untergrunds hat nur bedingt Einfluss auf den Hh-

Signalweg von Fibroblasten

Der Hh-Signalweg spielt vor allem in der embryonalen Entwicklung, der Zellproliferation
und der Gewebsmusterung eine wichtige Rolle [195]. Der Signalweg ist in Fibroblasten
nicht aktiv und musste daher zunachst mithilfe des smoothened agonist SAG chemisch
aktiviert werden. SAG gehdrt zu der Familie der Chlorobenzothiophenen, es agiert
unabhangig von PTCH und bindet direkt an SMO, wodurch der nachgeschaltete
Signalweg aktiviert wird [69]. Ein entscheidender Marker flir einen aktiven, kanonischen
Hh-Signalweg ist ein erhdhter Level des Transkriptionsfaktors GLI1. Die NIH3T3-
Fibroblasten wurden auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen ausgesat und fir 48 hin 0,5 % FCS
DMEM mit dem Hh-Aktivator SAG behandelt. Die Proteinanalyse mittels Western-Blot
zeigte einen deutlichen Anstieg der GLI1-Expression in Fibroblasten auf weichem
Untergrund, wahrend kein Anstieg auf hartem Untergrund zu erkennen war (Abb. 8A).
Interessanterweise verschwand nach Zugabe von SAG die GLI3-Repressorform und es
kam zu einer Zunahme der GLI3-Aktivatorform unter beiden Bedingungen. Dies deutete
ebenfalls auf einen aktiven Hh-Signalweg hin. Die Quantifizierung der Immunoblots
bestatigte sowohl auf Plastik als auch auf den weichen Gelen einen signifikanten Anstieg
der GLI1-Proteinexpression nach SAG-Gabe (Abb. 8B). Im Gegensatz dazu stand die
relative Gli1-Transkriptmenge: Es konnte ein erhdhtes Transkriptlevel von Gli1 unter
harten Bedingungen (Plastik und 50 kPa Gel) gemessen werden. Die Menge unter
weichen Bedingungen war zwar signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrolle ohne SAG,
aber dennoch geringer als bei 50 kPa (Abb. 8C).
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Abbildung 8: Der geringe Einfluss der Untergrundharte auf den Hh-Signalweg.
Verschiedene Maus-Zelllinien wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix
ausgesat, es folgte eine Behandlung mit SAG (100 nM) fur 48 h oder 4 d (AP-Assay) in 0,5 %
FCS DMEM. (A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion der GLI-Transkriptionsfaktoren in
NIH3T3-Fibroblasten durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 4 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD.
(C) Es wurde eine RT-qPCR zur Detektion des Transkriptlevels von Gli1 und Ptch1 in NIH3T3-
Fibroblasten durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert von n = 3 unabhangigen Experimenten
+ SD. (D) Es wurde ein Alkalischer-Phosphatase-Assay zur kolorimetrischen Detektion der AP-
Aktivitdt von C3H10T1/2-Zellen durchgefuhrt. Dargestellt ist der Mittelwert von n=4
unabhangigen Experimenten + SD. (E) Es wurde ein Luciferase-Assay zur Detektion der Hh-
Reporteraktivitdt in SHHL2-Fibroblasten durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert von n =3
unabhangigen Experimenten + SD.
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Dieses Ergebnis konnte auch anhand der Analyse des Pfch1-Transkripts bestatigt
werden. GLI1 sowie PTCH1 sind nicht nur Teil des kanonischen Hh-Signalwegs,
sondern auch deren Zielgene, die durch einen aktiven Signalweg von den GLI-
Transkriptionsfaktoren hochreguliert werden [438]. Es wurde jedoch sowohl auf
Proteinebene als auch auf Transkriptebene deutlich, dass der Unterschied zwischen der
Menge an GLI und somit der Starke des Signalwegs bei 50 kPa und 0,2 kPa statistisch
nicht signifikant war. Um die widersprichlich erscheinenden Ergebnisse genauer zu
untersuchen, wurde ein Alkalischer-Phosphatase-(AP)-Assay durchgeflihrt. In der
murinen, pluripotenten, mesenchymalen Zelllinie C3H10T1/2 kann die Aktivierung des
Hh-Signalwegs zur Differenzierung der Zellen in Osteoblasten fihren und verbunden
damit zur Stimulierung der AP-Aktivitdt in den Zellen [304]. Die AP-Aktivitat und im
Umkehrschluss die Hh-Aktivitat konnte mithilfe eines kolorimetrischen Assays gemessen
werden (Abb. 8D). Die viertdgige Gabe von SAG fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der
AP-Aktivitat unter festen und weichen Bedingungen, somit fand die Differenzierung
erfolgreich in allen +SAG-Zellen statt. Interessanterweise gab es keinen signifikanten
Unterschied der AP-Aktivitat zwischen den Zellen auf 50 kPa oder 0,2 kPa Gelen. Es
konnte demnach kein Effekt der unterschiedlichen Festigkeit des Untergrunds auf den
Hh-Signalweg festgestellt werden. Eine weitere Methode zur Bestatigung der bisherigen
Ergebnisse war eine Messung der relativen Hh-Reporteraktivitat in einem Luciferase-
Assay mithilfe von SHHL2-Zellen. SHHL2-Zellen sind NIH3T3-Mausfibroblasten, die
konstitutiv Renilla-Luciferase exprimieren und einen Gli-responsiven Firefly-Reporter
besitzen. Nach Aktivierung des Hh-Signalwegs konnte die Gli-Aktivitat mit einem
Luminometer detektiert werden. Die Behandlung der Zellen mit SAG auf 50 kPa und
0,2 kPa Gelen ergab zwar eine erhdhte Gli-Aktivitat unter allen Bedingungen nach
Zugabe von SAG, es gab jedoch, dhnlich den vorhergehenden Experimenten, keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Zellen auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen (Abb. 8E).

Die Festigkeit des Untergrunds hatte demnach einen Einfluss auf das Aktinzytoskelett,
wahrend es kaum einen Einfluss auf den Hh-Signalweg zu haben scheint. Das
Aktinzytoskelett besal® auf weichem Untergrund weniger F-Aktin-Fasern, was auch
chemisch durch Aktinmodulatoren imitiert werden konnte. Es wurden daher SHHL2-
Zellen mit drei verschiedenen Aktinmodulatoren behandelt. Hierzu gehorten
Cytochalasin D, ein Inhibitor der Aktinpolymerisierung, Blebbistatin, ein Inhibitor der
Myosin-II-ATPase-Aktivitat und Y-27632, ein ROCK-Inhibitor. Die Wirksamkeit der
Substanzen auf das Zytoskelett wurde nach Behandlung von NIH3T3-Fibroblasten
mittels Phalloidinfarbung und anschlielienden mikroskopischen Aufnahmen bestatigt
(Abb. 9A).
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Abbildung 9: Der Einfluss des Aktinzytoskeletts auf den Hh-Signalweg. (A) NIH3T3-
Fibroblasten wurden auf Glas-Deckglaschen ausgesat und mit DMSO, Blebbistatin (10 uM),
Cytochalasin D (1 uM) und Y-27632 (10 yM) far 8 h in 0,5 % FCS DMEM behandelt. Das
Aktinzytoskelett wurde mit dem Phalloidin-California-Red Konjugat (rot) und der Zellkern mit DAPI
(blau) angefarbt. Es wurden weifeldmikroskopische Aufnahmen in einer 63x VergréfRerung
durchgefiihrt; gezeigt ist die Maximumintensitatsprojektion. Malstabsbalken = 10 ym. (B)
SHHL2-Fibroblasten wurden auf harter (50 kPa) und weicher (0,2 kPa) Gelmatrix ausgesat und
mit SAG (100 nM) sowie Aktin/Myosin-Modulatoren behandelt (Blebbistatin 10 uM,
Cytochalasin D 1 uM und Y-27632 10 uM). Gemessen wurde die Gli-Aktivitat mittels Luciferase-
Assay. Dargestellt ist der Mittelwert der Triplikate einer Durchfiihrung des Experiments + SD.

SHHL2-Zellen wurden sowohl mit SAG (48 h) als auch mit den Aktinmodulatoren fir 24 h
auf den weichen und harten Gelen behandelt. Dieses Experiment sollte Gberprifen, ob
die Behandlung der Zellen auf hartem Untergrund mit den Modulatoren zur Simulation
des Aktinzytoskelett auf weichem Untergrund einen Effekt auf den Hh-Signalweg besitzt.
Die Daten zeigten, dass alle drei Modulatoren einen signifikanten Effekt auf die Gli1-
Aktivitat in SHHL2 nach SAG-Gabe besallen (Abb. 9B). Dieser stimulierende Effekt war

bei Zellen auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen messbar, es konnte somit keine eindeutige
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Verbindung zwischen dem Hartegrad des Untergrunds Uber das Zytoskelett zum Hh-

Signalweg hergestellt werden.

Fir den kanonischen Hh-Signalweg ist das Primarzilium von entscheidender Bedeutung,
da SMO bei einem aktivem Signalweg in das Zilium relokalisiert und nachgeschaltete
Signale aktiviert [85]. Zudem ist bekannt, dass das Aktinnetzwerk einen entscheidenden
Einfluss auf die Bildung und die Lange des Ziliums hat [467]. Im nachsten Schritt sollte
daher die Lange der Zilien in NIH3T3-Fibroblasten, gesat auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen,
untersucht werden. In einem Immunfluoreszenz Experiment wurden die Primarzilien
mithilfe eines Antikorpers gegen acetyliertes Tubulin angefarbt und vermessen. Sowonhl
auf hartem als auch auf weichem Untergrund besalRen etwa 90 % der NIH3T3-Zellen ein
Primarzilium, die Harte des Untergrunds hatte somit keinen Einfluss auf deren Anzahl
(Abb. 10A). Die Messung der Zilienlange zeigte allerdings einen signifikanten
Unterschied. Die Zilien der Zellen auf weichem Untergrund waren deutlich kleiner als auf
hartem Untergrund (Abb. 10B).
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Abbildung 10: Langere Primarzilien in Zellen auf hartem Untergrund. NIH3T3-Fibroblasten
wurden auf Deckglaschen, beschichtet mit einer weichen (0,2 kPa) und einer harter (50 kPa)
Gelmatrix, ausgesat. (A) Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von acetyliertem Tubulin
(AcTub) markiert mit AF488 zur Darstellung der Zilien (griin) und dem Zellkern mit DAPI (blau)
durchgefiihrt. Es folgten konfokalmikroskopische Aufnahme in einer 20x VergréRerung mit 5fach
Zoom. Malstabsbalken = 10 ym (B) Dargestellt ist die Quantifizierung der Lange der Primarzilien
in um * SD, jeder Punkt reprasentiert die Lange eines Ziliums.
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5.1.2 Die Gewebeharte beeinflusst die AMPK-Proteinexpression

Bereits die Gruppe um Park et al. [323] fand heraus, dass die Veranderung der
Zellumgebung zu einer Reorganisation des Aktinzytoskelett fiihrt und dies Einfluss auf
metabolische Signalwege, wie etwa die Glykolyse besitzt. Sie konnten zudem zeigen,
dass neben der Glykolyse auch eine Reihe weiterer metabolischer Signalwege unter
weichen Bedingungen herunterreguliert wurde [323]. Einer der metabolischen
Masterregulatoren ist AMPK. Diese Kinase ist essentiell fir die Reprogrammierung des
Metabolismus bei Nahrstoffmangel. Sie férdert katabolische Prozesse, wahrend sein
Gegenspieler mTOR anabolische Prozesse férdert [137]. Es sollte nun untersucht
werden, ob die Expression der AMPK ebenfalls durch eine Veranderung der Harte der
Umgebung beeinflusst wird. Hierfir wurden zunachst zwei Mausfibroblasten-Zelllinien,
MEF[GFP] und NIH3T3, auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen ausgesat und die Menge an
AMPK-Protein mittels Immunoblot analysiert (Abb. 11A).
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Abbildung 11: Eine erhéhte AMPK-Proteinexpression in Mausfibroblasten auf hartem
Untergrund. Mausfibroblasten wurden auf harter (50 kPa) und weicher (0,2 kPa) Gelmatrix
ausgesat und 48 h in 0,5 % FCS DMEM kultiviert. (A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion
der AMPK- und mTOR-Proteine in NIH3T3 und MEF[GFP] durchgefihrt; B-AKTIN diente als
Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie
in (A) gezeigten Experimenten + SD. (C) Es wurden RT-gPCR zur Detektion des Transkriptlevels
von Prkaa1 und Prkaa2 in NIH3T3 und MEF[GFP] durchgefiihrt. Im Graph fir die NIH3T3-
Fibroblasten ist der Mittelwert von n = 3 unabhangigen Experimenten + SD dargestellt. Im Graph
fur MEF[GFP] ist n = 1 Experiment dargestellt.
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Sowohl der reprasentative Blot als auch die Quantifizierung (Abb. 11B) zeigten einen
signifikanten Anstieg der AMPK-Proteinexpression in Zellen auf hartem Untergrund. Das
AMPK-Protein besteht aus einer a-, zwei B- und einer y-UE. Der Anstieg der
Proteinexpression in Fibroblasten auf festem Untergrund wurde fur die a- und die B-UE
gezeigt. Interessanterweise hatte die Festigkeit des Untergrunds keinen Einfluss auf
mTOR, dem Gegenspieler zu AMPK. Der Effekt tritt somit AMPK-spezifisch auf. Die
Menge an Protein kdnnte durch verschiedene Mechanismen reguliert werden, von
denen der offenkundigste ein Anstieg der Transkriptmenge ist. Es wurden daher die
Level an Transkipt der protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1 (Prkaa1)
und der protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 2 (Prkaa2) in Fibroblasten
auf Hydrogelen mittels RT-gPCR bestimmt (Abb. 11C). Es war jedoch kein signifikanter
Unterschied der Transkriptmengen in NIH3T3-Fibroblasten und MEFs zwischen
weichem oder festem Untergrund zu erkennen. Es kann daher postuliert werden, dass
sich der Effekt der Festigkeit des Untergrunds auf AMPK ausschlieBlich auf der

Proteinebene und nicht auf der Transkriptebene abspielt.

Die niedrigere AMPK-Proteinmenge in Fibroblasten gesat auf weichem Untergrund
konnte einen negativen Effekt auf die Funktionen des Proteins innerhalb der Zelle
besitzen, daher sollte im Folgenden die Funktionalitdt des AMPK-Proteins geprift
werden. Innerhalb der Zellen wird die Kinase durch eine Phosphorylierung des Thr172
aktiviert, beispielsweise bei Energiemangel durch die Kinase LKB1 [167] oder durch die
unter Ca?*-Einstrom aktivierte Kinase CAMKK2 [188]. Der Ca?*-Einstrom und somit die
Aktivierung von CAMKK2 kann durch die Aktivierung des Hh-Signalwegs erreicht
werden. Es wurde bereits beschrieben, dass die nicht-kanonische Aktivierung des Hh-
Signalwegs unabhangig von den GLI-Transkriptionsfaktoren zu einem Ca?*-Einstrom
und somit zur Aktivierung von AMPK fihrt [413]. Als Funktionalitatstest wurden daher
NIH3T3-Fibroblasten auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen ausgesat und fir 48 h mit dem Hh-
Stimulator SAG behandelt. Die Daten zeigten sowohl im reprasentativen Immunoblot
(Abb. 12A) als auch in der Quantifizierung (Abb. 12B) einen deutlichen Anstieg an
phospho-(p)-AMPK-Proteinexpression nach Zugabe von SAG bei beiden Hartegraden.
Der Gegenspieler mTOR kann ebenfalls durch eine Phosphorylierung (Ser2448) aktiviert
werden, die Expression an p-mTOR-Protein blieb jedoch unverandert. Die
Phosphorylierung von AMPK uber den Hh-Signalweg konnte ebenfalls durch den SMO-
Antagonisten Cyclopamine erreicht werden. Es handelt sich dabei um ein steroidales
Alkaloid, welches die Akkumulation des Proteins SMO im Zilium induziert, jedoch weitere
Signaltransduktion unterbindet [414]. Trotz der Inhibition seiner Signalkaskade ist SMO

dennoch in der Lage den Ca?*-Einstrom zu initiieren und somit theoretisch das AMPK-
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Protein zu aktivieren. Fir die Verifizierung der Ergebnisse, die mit SAG generiert
wurden, wurden daher NIH3T3-Fibroblasten auf den Gelen fur 48 h mit Cyclopamine
behandelt. Es konnte ebenfalls eine erh6hte Menge an p-AMPK nach Behandlung in
Zellen auf festem und auf weichem Untergrund detektiert werden (Abb. 12C/D). Im
Gegensatz dazu konnte auch hier kein Effekt auf die Menge an p-mTOR festgestellt
werden. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem weiteren SMO-Antagonisten, SANT,
fur 48 h behandelt. Die Wirkungsweise ist ahnlich der von Cyclopamine, jedoch kann
SMO nichtin das Zilium lokalisieren. Es konnte daher kein Anstieg an p-AMPK detektiert
werden (Abb. E3), da eine Relokalisierung des SMO essentiell fir dessen Wirkweise ist.
Das Primarzilium spielt fir die SMO-Ca?*-abhangige Aktivierung von AMPK eine
essentielle Rolle. Es sollte nun festgestellt werden, ob der aktivierende Effekt
zilienabhangig und somit dem oben beschriebenen Mechanismus tber SMO entspricht.
Hierfur wurden Kif3A-Knockouts (KO) der NIH3T3-Fibroblasten generiert, KIF3A ist ein
entscheidendes Motorprotein fir die Ziliogenese [256]. Diese Zellen besitzen demnach
kein Primarzilium und sollten nicht in der Lage sein, AMPK durch SAG Uber SMO zu
aktivieren. Die Daten bestatigten die Hypothese, da keine Veranderung der p-AMPK-
Proteinexpression in NIH3T3-KO-Fibroblasten nach Behandlung mit SAG sowohl auf
50 kPa als auch auf 0,2 kPa Gelen detektiert wurde (Abb. 12E/F). Anhand der
vorliegenden Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass AMPK trotz der
unterschiedlichen Proteinmenge auf weichem und auf hartem Untergrund in derselben
Art und Weise auf Stimuli reagierte.

Der Hh-Signalweg hat nicht nur Einfluss auf die Aktivierung von AMPK. AMPK selbst ist
ein Regulator von GLI1, einem Transkriptionsfaktor und wichtigem Protein des
kanonischen Hh-Signalwegs. AMPK ist in der Lage, GLI1 mittels Phosphorylierung an
Ser102 und Ser408 sowie Thr1074 zu destabilisieren, was schlief3lich zum Abbau fihrt
[252]. Um eine komplette Funktionalitdt des AMPK-Proteins auf den unterschiedlichen
Hydrogelen bestatigen zu kédnnen, musste nicht nur Gberprift werden, ob die Kinase auf
Stimuli anspricht, sondern auch bekannte Funktionen der Signalkaskade erfullt. Die
Behandlung von SHHL2-Fibroblasten, einer Zelllinie deren GLI1-Expression mit einem
Luciferase-Reporterkonstrukt kombiniert ist, mit SAG und dem AMPK-Inhibitor
Dorsomorphin fuhrte zu einer signifikant erhdhten Gli7-Aktivitat sowohl auf den 50 kPa
als auch auf den 0,2 kPa Gelen (Abb. 12G). Die Funktionalitdt der AMPK unter weichen

und harten Bedingungen konnte somit in den meisten Experimenten bestatigt werden.
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Abbildung 12: Die Funktionalitat des AMPK-Proteins in Fibroblasten auf weichem oder
hartem Untergrund. NIH3T3-Fibroblasten wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa)
Gelmatrix ausgesat und fur 48 h mit den jeweiligen Substanzen in 0,5 % FCS DMEM kultiviert.
(A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von p-AMPK (Thr172) und p-mTOR (Ser2448) in
NIH3T3-Fibroblasten nach Behandlung mit SAG (100 nM) durchgefiihrt; R-AKTIN diente als
Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von p-AMPK und p-mTOR in
n = 3, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD. (C) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von
p-AMPK (Thr172) in NIH3T3-Fibroblasten nach Behandlung mit Cyclopamine (10 uM)
durchgefihrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (D) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von p-AMPK in n = 2, wie in (C) gezeigten Experimenten + SD. (E) Es wurde ein
Western-Blot zur Detektion von p-AMPK (Thr172) in Kif3A-Knockouts der NIH3T3-Fibroblasten
nach Behandlung mit SAG (100 nM) durchgefuhrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (F)
Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von p-AMPK in n =2, wie in (E) gezeigten
Experimenten = SD. (G) Es wurde ein Luciferase-Assay zur Detektion der Gli1-Expression in
SHHL2-Fibroblasten nach Behandlung aller Ansatze mit SAG (100 nM) sowie -/+ Dorsomorphin
(5 M) durchgefuhrt. Dargestellt ist der Mittelwert von n = 6 Experimenten + SD.

Ein weiteres bekanntes Substrat von AMPK ist die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC). ACC
ist ein essentielles Protein der Fettsdurebiosynthese [440], die eine hohe Menge an ATP
verbraucht. Das aktive AMPK phosphoryliert daher ACC am Ser79 und inaktiviert es
somit [57, 297]. Der Einfluss von AMPK auf die p-ACC-Proteinexpression in NIH3T3-
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Zellen auf 0,2 kPa und 50 kPa Gelen wurde auf zwei unterschiedliche Arten analysiert.
Zum einen wurden die Zellen auf Hydrogel-Deckglaschen gesat und eine
Immunfluoreszenzfarbung von p-ACC durchgefuhrt (Abb. 13A). Die mikroskopischen
Aufnahmen zeigten einen deutlichen Abfall an p-ACC in Fibroblasten auf weichem
Untergrund. Diese Daten wurden mittels Proteinanalyse in MEF[GFP] bestatigt
(Abb. 13B). In dem Immunoblot war ebenfalls ein deutlicher und p-ACC-spezifischer

Abfall der Proteinexpression auf weichem Untergrund zu erkennen.
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Abbildung 13: Der Einfluss der Untergrundhirte auf die p-ACC-Proteinexpression. (A)
NIH3T3-Fibroblasten wurden auf Deckglaschen beschichtet mit einer weichen (0,2 kPa) und
einer harten (50 kPa) Gelmatrix, ausgesat. Die Zellen wurden fiir 48 h in 0,5 %igem FCS DMEM
kultiviert. Es folgte eine Immunfluoreszenzfarbung von p-ACC (Ser79) markiert mit AF-488 (grun)
und dem Zellkern mit DAPI (blau). Es wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen in einer 20x
VergréRerung mit 5fach-Zoom durchgefiihrt. MalRstabsbalken = 10 ym (B) NIH3T3-Fibroblasten
und MEF[GFP] wurden auf Zellkulturschalen, beschichtet mit einer weichen (0,2 kPa) und einer
harten (50 kPa) Gelmatrix, ausgesat. Die Zellen wurden fir 48 h in 0,5 %igem FCS DMEM
kultiviert. Es folgte ein Western-Blot zur Detektion von p-ACC (Ser79); R-AKTIN diente als
Ladekontrolle.

Anhand der obigen Daten wurde bereits deutlich, welche entscheidende Rolle das
Primarzilium fir die Aktivierung von AMPK Uber den Hh-Signalweg spielt. Die Zilien
unterschieden sich in ihrer Lange zwischen Fibroblasten auf weichem oder hartem
Untergrund (Abb. 9), daher kdnnte eine Verbindung zwischen der unterschiedlichen
Proteinexpression von AMPK und dem Primarzilium bestehen. Zur Analyse dieser
Hypothese wurden Proteinlysate von den Kif3A-Knockouts der NIH3T3-Fibroblasten

hergestellt, die bekanntermalien kein Zilium besalten. Es wurden zwei Knockout-Klone
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auf Plastik und der vielversprechendste Klon schlieRlich auf den Hydrogelen getestet.
Die Experimente zeigten einen signifikanten Abfall der AMPK-Proteinexpression in den
Zellen ohne Zilium im Vergleich zu Wildtyp-NIH3T3 (Abb. 14A/B). Dieses Ergebnis
konnte ebenfalls mit zilienlosen pankreatischen Sternzellen bestéatigt werden (Abb. E4).
Die Reduktion der AMPK-Proteinexpression konnte zudem auf den 50 kPa und 0,2 kPa
Gelen detektiert werden (Abb. 14C). Interessanterweise war ebenfalls ein Abfall der
mTOR-Proteinexpression in den Kif3A-Knockout-Fibroblasten sowohl auf Plastik als
auch auf den Gelen zu erkennen. Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass
die Reduktion der AMPK-Proteinexpression nicht spezifisch fur dieses Protein war. Die
vorherigen Ergebnisse zeigten jedoch eine von mTOR unbeeinflusste Reduktion der
AMPK-Expresison. Dieser Mechanismus der AMPK-Regulation sollte in dieser Arbeit im

Vordergrund stehen.
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Abbildung 14: Der Einfluss des Primérziliums auf die Proteinmenge von AMPK und mTOR.
(A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion der AMPK- und mTOR-Proteinmenge in NIH3T3-
Wildtyp-Fibroblasten und Kif3A-Knockout-Klonen kultiviert auf Plastik fir 48 h in 0,5 % FCS
DMEM durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten £ SD. (C) Es wurde
ein Western-Blot zur Detektion der AMPK- und mTOR-Proteinmenge in NIH3T3-Wildtyp und
Kif3A-Knockout-Fibroblasten auf einer weichen (0,2 kPa) und harten (50 kPa) Gelmatrix und
kultiviert fur 48 h in 0,5 % FCS DMEM durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle.
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5.1.3 Das Aktinzytoskelett und mechanosensitive Proteine haben keinen

Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression

Es war bereits bekannt, dass die Zerstérung des Aktinzytoskeletts in Muskelzellen Gber
LKB1 zu einer Inhibierung der AMPK-Aktivierung flihren kann [439]. Auch in diesem Fall
kénnte das Aktinzytoskelett Einfluss auf das AMPK, speziell dessen Proteinexpression
besitzen. Es gab einen deutlichen Unterschied der F-Aktin-Fasern in Fibroblasten auf
weichem oder hartem Untergrund, was im Zusammenhang mit der Regulation der
AMPK-Proteinexpression stehen konnte. Zur genaueren Analyse wurden NIH3T3-
Fibroblasten auf Plastikkulturschalen fur 8 h mit verschiedenen Aktinmodulatoren
(Cytochalasin D, Blebbistatin und Y-27632) behandelt. Diese drei Modulatoren
beeinflussen die Formierung des F-Aktins und koénnen daher chemisch das
Aktinzytoskelett in Fibroblasten auf weichem Untergrund imitieren, wie es bereits in

Abschnitt 5.1.1 beschrieben wurde.
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Abbildung 15: Der Einfluss des Aktinzytoskeletts auf die Proteinmenge von AMPK oder
mTOR. (A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in NIH3T3-
Fibroblasten auf Plastikkulturschalen nach Behandlung mit DMSO, Blebbistatin (10 uM),
Cytochalasin D (1 pM) und Y-27632 (10 uM) fir 8 hin 0,5 % FCS DMEM durchgefuhrt; 3-AKTIN
diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n=4
unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD. (C) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von AMPK und mTOR in NIH3T3-Fibroblasten gesat auf weicher (0,2 kPa) und harter
(50 kPa) Gelmatrix, behandelt mit DMSO, Blebbistatin (10 uM) und Cytochalasin D (1 uM) fir 8 h
in 0,5 % FCS DMEM durchgefuhrt; 3-AKTIN diente als Ladekontrolle. (D) Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhéangigen, wie in (C) gezeigten Experimenten + SD.
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Die Ergebnisse der Immunoblotanalyse zeigten, dass keiner der Modulatoren einen
signifikanten Einfluss auf die Menge an AMPK oder mTOR besalien (Abb. 15A/B). Zur
Verifizierung dieser Ergebnisse wurden NIH3T3-Fibroblasten auf 50 kPa und 0,2 kPa
Gelen ausgesat und fur 8 h mit Cytochalasin D und Blebbistatin behandelt. Die
Experimente zeigten die bereits beobachtete Reduktion des AMPK-Proteins in Zellen
auf weichem Untergrund, die Aktinmodulatoren besaf3en aber weder in Zellen auf 50 kPa
noch auf 0,2 kPa Gelen einen Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression (Abb. 15C/D).

Neben dem Aktinzytoskelett gibt es noch weitere Proteine, die durch eine Verhartung
der Umgebung aktiviert und deren Lokalisations- oder Expressionsverhalten sich
verandert. Hierzu gehdren die transkriptionellen Koaktivatoren YAP und TAZ. Die beiden
Proteine kénnen durch Anderung der ECM und darauffolgende Polymerisierung von F-
Aktin aktiviert werden. Im aktiven Zustand relokalisieren sie vom Zytoplasma in den
Zellkern, um dort mit den Transkriptionsfaktoren der TEAD-Proteinfamilie die Expression
von Zielgenen zu regulieren [106, 482]. Das Protein YAP wurde in NIH3T3-Fibroblasten,
die auf Hydrogel-Deckglaschen ausgesat wurden, mit einem fluoreszierenden Antikdrper
angefarbt (Abb. 16A). Es ist zu erkennen, dass die Lokalisation von YAP sich je nach
Harte des Untergrunds unterschied. In den Zellen auf 50 kPa Gelen befand sich YAP
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma, wahrend es sich bei 0,2 kPa vermehrt im
Zytoplasma aufhielt. Diese Ergebnisse zeigen eine Ubereinstimmung bereits publizierte
Ergebnisse der Abhangigkeit der YAP-Aktivierung von der Harte der Umgebung [106].
Aufgrund dieser Abhangigkeit kdnnten YAP und TAZ auch am Mechanismus der AMPK-
Regulation bei unterschiedlichen Hartegraden beteiligt sein. Es sollte daher Gberprift
werden, ob die Herunterregulierungen von YAP oder TAZ Einfluss auf die AMPK-
Proteinmenge besitzen. Hierfir wurde zunachst der durch siRNA erzeugte Knockdown
mittels Immunoblot verifiziert (Abb. 16B). Sowohl der reprasentative Blot als auch die
Quantifizierung von n =2 unabhangigen Experimenten zeigten, dass das
Herunterregulieren auch zu einer Reduktion der AMPK-Proteinexpression in MEF[GFP]
auf hartem und auf weichem Untergrund fihrte. Allerdings konnte auch eine Reduktion
von mTOR beobachtet werden (Abb. 16C). Ahnlich der Kif3A-Knockouts der NIH3T3-
Zellen schien der Effekt von YAP und TAZ auf die AMPK-Proteinexpression auch die
mTOR-Expression zu beeinflussen. Wie bereits beschrieben untersucht diese Arbeit

jedoch den Mechanismus, welcher AMPK selektiv beeinflusst.
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Abbildung 16: Der Einfluss von YAP/TAZ auf die Proteinexpression von AMPK und mTOR.
(A) Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von YAP (grun) in NIH3T3-Fibroblasten auf weicher
(0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix durchgefiihrt. Es wurden konfokalmikroskopische
Aufnahmen in einer 20x VergréRerung mit 5fach-Zoom durchgefiihrt. Ma3stabsbalken = 10 ym
(B) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP] auf weicher
(0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix nach Knockdown von YAP und TAZ uber siRNA
durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (C) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 2 unabhangigen, wie in (B) gezeigten Experimenten = SD.

Es wurde bereits deutlich, dass Aktin keinen Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression
besitzt. Die Aktin-abhangigen Koregulatoren YAP und TAZ dagegen schienen einen
Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression zu besitzen, die auch die mTOR-Menge
beeinflusste. Zur genaueren Analyse sollte daher ein weiterer Aktin-sensitiver,
transkriptioneller Koaktivator (MKL1 bzw. MAL) Uberprift werden. MKL1 wird durch die
Polymerisierung von F-Aktin aktiviert und relokalisiert in den Zellkern, ahnlich wie YAP
und TAZ. Dort agiert das Protein als Interaktionspartner das Transkriptionsfaktors SRF
und reguliert somit die Expression von Zielgenen [285]. Es wurde ein siRNA-vermittelter
Knockdown von MKL1 und seinem Interaktionspartner SRF in MEF[GFP]-Zellen auf
Plastik-Zellkulturschalen erzeugt, um anschlielend die AMPK-Proteinmenge mittels
Immunoblot zu detektieren. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Effekt auf die
Menge an AMPK oder mTOR (Abb.17 A/B). Es konnte ebenfalls kein Effekt auf das
AMPK-Transkriptlevel gemessen werden (Abb. 17C). Der Knockdown wurde durch RT-
gPCR bestatigt. (Abb. 17D). Anhand der vorliegenden Daten wurde deutlich, dass es

entweder keinen Effekt oder keinen AMPK-spezifischen Effekt auf die Proteinexpression
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durch das Aktinzytoskelett und damit zusammenhangende, mechanosensitive Proteine
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Abbildung 17: Der Einfluss von MKL1 auf die AMPK-Proteinmenge. (A) Es wurde ein
Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP] nach siRNA-vermitteltem
Knockdown von Mk/1 und Srf durchgefuhrt; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist
der Mittelwert der Quantifizierung von n = 5 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten
1+ SD. (C) Es wurden RT-qPCR zur Detektion des Transkriptlevels von Prkaa? und PrkaaZ2 in
MEF[GFP] nach Knockdown von Mkl1 und Srf durchgeflihrt. Dargestellt ist der Mittelwert von
n =3 unabhangigen Experimenten £ SD. (D) Es wurden RT-gPCR zur Detektion des
Transkriptlevels von Mki1 und Srfin MEF[GFP] nach Knockdown von Mk/1 und Srf durchgefiihrt.
Dargestellt ist der Mittelwert von n = 3 unabhangigen Experimenten + SD.

5.1.4 Das AMPK-Protein ist in Zellen auf hartem Untergrund stabiler

Die bisherigen Daten zeigten, dass die erhéhte Menge an AMPK unabhangig von
dessen Transkriptlevel ist. Folglich musste eine erhdhte Festigkeit der Umgebung zu
einer Stabilisierung des Proteins fihren. Zur genauen Analyse wurden NIH3T3-
Fibroblasten auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (2 h, 4 h,
6 h und 8 h) mit Cycloheximid (CHX) behandelt, einem Inhibitor der Translation. Durch
das stoppen der Proteinbiosynthese konnte die Halbwertszeiten des AMPK-Proteins auf
den unterschiedlichen Oberflachen bestimmt und verglichen werden. Die
Immunoblotanalysen zeigten einen schnelleren Abbau der AMPK unter weichen
Bedingungen (Abb. 18A). Dies schien spezifisch fur AMPK zu gelten, da mTOR keinen
Unterschied im Abbau zwischen harter und weicher Umgebung zeigte. Die Halbwertszeit

von AMPK auf weichem Untergrund betrug etwa 2,5 h und auf hartem Untergrund etwa
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5 h (Abb. 18B). Im Gegensatz dazu startete der Abbau von mTOR erst nach den 8 h auf
0,2 kPa Gelen.
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Abbildung 18: Die Stabilisierung des AMPK-Proteins in Zellen auf hartem Untergrund. (A)
Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in NIH3T3-Fibroblasten nach
Behandlung mit Cycloheximid (100 pug/ml) zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt. Die Zellen
wurden vor der Behandlung auf weicher (0,2 kPa) und auf harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat;
R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3
unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD. Die Halbwertszeit von AMPK betrug
unter weichen Bedingungen ~2,5 h unter harten Bedingungen ~5 h. (C) Es wurde ein Western-
Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in NIH3T3-Fibroblasten gesat auf weicher (0,2 kPa) und
harter (50 kPa) Gelmatrix und unter Behandlung mit MG132 (10 uM) durchgefiihrt; B-AKTIN
diente als Ladekontrolle. (D) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n=3
unabhéangigen, wie in (C) gezeigten Experimenten = SD. (E) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von GFP in NIH3T3-Fibroblasten, transfiziert mit dem Plasmid d2EGFP und ausgesat
auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix durchgefiihrt. Die transfizierten Zellen auf
Plastik wurden zur Kontrolle mit MG132 (10 uM) behandelt, zudem wurden Wildtyp-NIH3T3 als
Transfektionskontrolle aufgetragen; R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (F) Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (E) gezeigten Experimenten + SD.

Es kann davon ausgegangen werden, dass ein fester Untergrund zu einer erhdhten
Stabilisierung der AMPK fihrt. Im Umkehrschluss sollte es moglich sein, das Protein

unter weichen Bedingungen mithilfe eines Proteasom-Inhibitors (MG132) zu
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stabilisieren. Dies wurde ebenfalls in NIH3T3-Fibroblasten getestet. Nach 8h
Behandlung konnte eine signifikant hdhere Menge an AMPK-Protein in Zellen unter
weichen Bedingungen gemessen werden (Abb. 18C/D). Die Menge an mTOR blieb
dagegen unter beiden Bedingungen unverandert. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses
wurden die Fibroblasten mit d2EGFP transfiziert. Das d2EGFP enthalt innerhalb der
EGFP Sequenz eine proteolytische Signaldomane (PEST-Sequenz), welche die
Halbwertszeit des EGFP von >24 h auf <2 h reduziert [11]. Mithilfe dieser PEST-
Sequenz wird das EGFP nahezu unverzlglich nach Expression proteasomal abgebaut.
Anhand dieses Konstruktes konnte deutlich gemacht werden, dass der Abbau unter
weichen Bedingungen schneller verlief, als unter harten Bedingungen (Abb. 18E). Die
Quantifizierung zeigte einen Anstieg an GFP nach Behandlung mit MG132 (Abb. 18F)
sowie einen signifikanten Abfall an GFP auf 0,2 kPa Gelen im Vergleich zu Plastik,
wahrend bei 50 kPa Gelen nur ein schwacher Abfall zu erkennen war. Anhand der
vorliegenden Daten konnte demnach postuliert werden, dass AMPK in Zellen auf harter
Oberflache besser stabilisiert wird und demzufolge der proteasomale Abbau auf weichen

Oberflachen deutlich schneller ablauft.

5.1.5 Integrin aV und FAK beeinflussen die AMPK-Proteinexpression

In dem Prozess des Mechanosensing sind vor allem die FAs von essentieller Bedeutung.
Diese Komplexe bestehen aus einer Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen, wie etwa
den Integrinen oder FAK. Sie verbinden das Zytoskelett der Zelle mit der Umgebung und
kénnen so veranderte Umgebungsbedingungen, wie etwa die erhdhte Festigkeit von
Gewebe, detektieren und die Signale an das Innere der Zelle weiterleiten [192]. Die
Menge von AMPK wird durch die Festigkeit der Umgebung beeinflusst, daher ist es
moglich, dass die FA am Stabilisierungsprozess beteiligt sind. Zur genaueren
Untersuchung einer maglichen Verbindung zwischen einer Hauptkomponente der FA,
den Integrinen, und AMPK wurde ein Screening mit Hilfe von siRNA-vermittelten
Knockdowns durchgefihrt. Integrine sind Heterodimere und bestehen in der Regel aus
einer a- und einer B-UE, die zwar theoretisch beliebig kombiniert werden kénnen, es
aber dennoch Einschrankungen gibt [190]. Es wurden daher eine Reihe von a- und 3-
UE in MEF[GFP]-Zellen auf Plastik-Kulturschalen mittels siRNA-Pools herunterreguliert
und die Auswirkung auf die AMPK-Proteinexpression detektiert (Abb. 19A/B). Keine der
acht untersuchten B-UE sowie die meisten der zehn a-UE schien einen signifikanten

Einfluss auf die AMPK- oder die mTOR-Proteinmenge zu besitzen. Interessanterweise
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konnte bei einem Integrin, ItgaV, ein signifikanter Abfall der Menge an AMPK nach dem

Herunterregulieren festgestellt werden; das Level an mTOR blieb dabei unverandert.
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Abbildung 19: Die Stabilisierung der AMPK liber ItgaV. (A) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP] auf Plastikkulturschalen nach siRNA-vermitteltem
Knockdown von diversen Integrin-Untereinheiten durchgefiihrt; 3-AKTIN diente als Ladekontrolle.
(B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten
Experimenten = SD. (C) Es wurden RT-gPCR zur Detektion des Transkriptlevels von Prkaa1 und
Prkaa2 in MEF[GFP] durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert von n =2 unabhangigen
Experimenten + SD. (D) Es wurden RT-qPCR zur Detektion des Transkriptlevels der Integrine in
MEF[GFP] durchgefuhrt.
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Der Knockdown der Integrin-Untereinheiten wurde mithilfe einer RT-gPCR Uberprift
(Abb. 19D). Zusatzlich konnte der Knockdown des ItgaV im reprasentativen Immunoblot
Uberpruft und bestatigt werden. Die Ergebnisse der Proteinanalyse wurden
anschlieBend auf Transkriptebene untersucht, speziell im Fall von ItgaV konnte kein
signifikanter Effekt fur die beiden AMPK-Transkripte Prkaa1 und PrkaaZ2 festgestellt
werden (Abb. 19C). Diese Daten zeigten einen Einfluss von ItgaV lediglich auf
Proteinebene, nicht aber auf Transkriptebene der AMPK, vergleichbar mit dem Effekt
der 0,2 kPa und 50 kPa Gele. Die Vermutung lag daher nahe, dass ltgaV bei dem
Stabilisierungsprozess von AMPK beteiligt ist. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden
die Fibroblastenzelllinien mit zwei unterschiedlichen ItgaV-Inhibitoren, Cilengitide und
CWHM-12, behandelt, um deren Effekt auf das AMPK-Protein zu untersuchen. Anhand
lichtmikroskopischer Aufnahmen war bereits deutlich zu erkennen, dass die Substanzen
schon nach 16 h zu einer morphologischen Veranderung der Mausfibroblasten fuhrten
(Abb. 20A). Speziell im Fall der NIH3T3-Fibroblasten bildeten die Zellen nach
Behandlung mit CWHM-12 Zellaggregate, wahrend sie mit Cilengitide abgerundete
Formen annahmen und abstarben. Integrine sind an der Adhasion der Zellen beteiligt.
Werden sie inhibiert, andert sich die Form der Fibroblasten von dem typischen,
elongierten Auftreten zu rundlichen Zellen, bis sie schlie3lich in die Apoptose gehen
[437]. Cilengitide war dabei toxischer als CWHM-12, was auch in den mikroskopischen
Aufnahmen zu erkennen war. Nach Behandlung mit Cilengitide war zwar ein Abfall der
AMPK-Proteinexpression sowohl in NIH3T3- als auch in MEF[GFP]-Fibroblasten zu
beobachten, da jedoch auch die Menge an mTOR und B-AKTIN reduziert war, war der
Effekt vermutlich auf die toxische Natur der Substanz zuriickzufihren (Abb. 14B/C). Im
Gegensatz dazu war eine signifikante Reduktion an AMPK nach CWHM-12-Behandlung
zu beobachten, die aber nicht bei dem mTOR-Protein auftrat (Abb. 14D/E) Es konnte
somit sowohl durch einen Knockdown als auch pharmakologisch bestatigt werden, dass
ItgaV einen Einfluss auf die AMPK-Proteinmenge besal}, welcher im Zusammenhang

mit der Stabilisierung des Proteins unter festen Bedingungen stehen konnte.

93



ERGEBNISSE

DMSO + Cilengitide + CWHM-12
NIH3T3
- ) F R
[ % _.i' 45 2 R p [
Y T =t 'ﬁ-i: .
MEF[GFP] ‘?'g At o
. et | I S P [
] ¢ y Y o i & . ,"
g 5‘.! .'.‘:; -I
bl ?‘- ’ : ! p‘
o o NIH3T3
KDa = + Cilengitide kDa = +  Cilengitide 15 [ AMPKa
e mTOR ~= |mToR g MharoR
180 - 180 s
ety ot g0
S AMPKa AMPKa g
El 0.5
2
43 |- -AKTIN 43 | ——| G AKTIN ®
0.0
NIH3T3 MEF[GFP] & &
& &
kDa = + CWHM12 kDa = 4+ CWHM-12 NIH3T3 I AMPKa
mTCOR . = mTOR, )
180 180 5
72 4 72 4 £
AMPKa AMPKa s
e | =
[
g
43— 10 TN 43 | ——| B-AKTIN 3
NIH3T3 MEF[GFP] K v
Ky ey
& &

<

L)

Abbildung 20: Die Reduktion der AMPK-Proteinexpression in Mausfibroblasten durch
einen ItgaV-Inhibitor. (A) Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von NIH3T3 und
MEF[GFP] nach 16 h Behandlung mit Cilengitide (0,5 uM) und CWHM-12 (0,5 uM) in einer 10x
VergroBerung durchgefuhrt. Mafstabsbalken = 100 ym (B) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP] und NIH3T3 nach 16 h Behandlung mit Cilengitide
(0,5 uM) durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (C) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n =2 unabhangigen, wie in (B) gezeigten Experimenten mit NIH3T3-
Fibroblasten + SD. (D) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in
MEF[GFP] und NIH3T3 nach 16 h Behandlung mit CWHM-12 (0,5 uM) durchgefiihrt; 3-AKTIN
diente als Ladungskontrolle. (E) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n =3
unabhangigen, wie in (D) gezeigten Experimenten mit NIH3T3-Fibroblasten + SD.
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Nicht nur die Integrine sind ein essentieller Teil der Mechanotransduktion, eine Reihe
weitere Proteine, die sowohl mit den Integrinen als auch mit dem Aktinzytoskelett
verbunden sind, kénnten eine Auswirkung auf AMPK haben. Es wurde daher ein
weiteres Screening mittels siRNA-vermittelten Knockdowns von Integrin-Modulatoren
und Aktin-Regulatoren durchgefuhrt. Das Screening umfasste Cofilin, Profilin, Src
Kinase, llk und FAK (hier Ptk2) (Abb. 21A). Der Knockdown wurde durch eine RT-gPCR
in allen Fallen bestatigt (Abb. 21D). Es war sowohl im reprasentativen Immunoblot als
auch in der Quantifizierung (Abb. 21B) zu erkennen, dass ausschliel3lich Ptk2 einen
Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression zu haben schien. AMPK wurde nach dem
Knockdown von Ptk2 signifikant herunterreguliert, wahrend das Level an mTOR-Protein
unverandert blieb. Im Gegensatz dazu war auch hier das Transkriptlevel unbeeinflusst
(Abb. 21C), der Effekt fand demzufolge ausschliellich auf Proteinebene statt.
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Abbildung 21: Die Stabilisierung von AMPK iiber FAK. (A) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP] nach siRNA-vermitteltem Knockdown von Integrin-
und Aktin-Modulatoren durchgefiihrt; 3-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (B) Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD.
(C) Es wurden RT-gPCR zur Detektion des Transkriptlevels von Prkaa1 und Prkaa2 in MEF[GFP]
nach Knockdown von Integrin- und Aktin-Modulatoren durchgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert
£ SD von n =3 unabhangigen Experimenten. (D) Es wurden RT-gPCR zur Detektion des
Transkriptlevels der Integrin- und Aktin-Modulatoren in MEF[GFP] durchgeflhrt.
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Die Ergebnisse der Herunterregulierung des FAK sollte nun mithife eines
pharmakologischen Inhibitors verifiziert werden. Es wurden dabei MEF[GFP]-Zellen fir
16 h mit dem FAK-Inhibitor (FAKi) PF-573228 behandelt und die AMPK-Proteinmenge
mittels Immunoblot analysiert. Es konnte bestatigt werden, dass auch durch einen
Inhibitor die Proteinmenge von AMPK reduziert wurde (Abb. 22A/B). Die Menge an
mTOR-Protein blieb dabei unverandert. Der FAKi wurde anschlieRend auf den
Hydrogelen getestet. MEF[GFP]-Zellen wurden dazu auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen
ausgesat und ebenfalls fir 16 h mit dem Inhibitor behandelt. Es konnte sowohl auf
weichem als auch auf hartem Untergrund eine Reduktion der Menge an AMPK bei
unverandertem mTOR-Level festgestellt werden (Abb. 22C/D).
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Abbildung 22: Die Reduktion der AMPK-Proteinmenge in Mausfibroblasten durch einen
FAK-Inhibitor. (A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in MEF[GFP]
nach Behandlung mit FAKi (10 uM) durchgefuhrt; B-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (B)
Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten
Experimenten + SD. (C) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in
MEF[GFP] auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix nach Behandlung mit FAKi
(10 pM) durchgefuhrt; B-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (D) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 2 unabhangigen, wie in (C) gezeigten Experimenten + SD.
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Das Herunterregulieren sowohl von [tgaV als auch von FAK/Ptk2 in den
Mausfibroblasten wurde jeweils mit einem Pool aus vier unterschiedlichen siRNA
durchgefuhrt. Es musste daher noch verifiziert werden, ob die einzelnen siRNAs aus den
Pools ebenfalls den gewlinschten Effekt auf die AMPK-Proteinmenge besalRen. Hierfur
wurde ein Knockdown sowohl von ltgaV (Abb. 23A) als auch von Ptk2 (Abb. 23B) in
MEF[GFP]-Zellen mit den einzelnen siRNA der Pools durchgefiuihrt. Bei mindestens
zweien der im Pool enthaltenen siRNA konnte ein Knockdown und der bereits
festgestellte Effekt auf die AMPK-Proteinexpression detektiert werden. Es war daher
auszuschlieRen, dass der Effekt auf das Protein lediglich durch eine der siRNA
entstanden ist und es sich somit nicht um ein Artefakt handelte. Das Herunterregulieren
mit den einzelnen siRNA hatte zudem eine unterschiedliche Effizienz, dies wurde im

reprasentativen Immunoblot deutlich. Je besser der Knockdown war, desto besser der
reduzierende Effekt auf das AMPK.
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Abbildung 23: Die Stabilisierung der AMPK (iiber ItgaV und FAK in Zellen auf weicher und
auf harter Gelmatrix. (A) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und ITGAV in
MEF[GFP] nach Knockdown mit verschiedenen lfgaV-siRNA durchgefihrt; 3-AKTIN diente als
Ladungskontrolle. (B) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und FAK in MEF[GFP]
nach Knockdown mit verschiedenen Ptk2-siRNA durchgefiihrt; R-AKTIN diente als
Ladungskontrolle. (C) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in
MEF[GFP] auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix nach Knockdown von ltgaV und
Ptk2 durchgefiihrt; R-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (D) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (C) gezeigten Experimenten + SD.
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Im Anschluss wurde der Knockdown von ltgaV und Ptk2 in MEF[GFP]-Zellen auf
Hydrogelen getestet. Im reprasentativen Immunoblot war deutlich zu erkennen, dass der
AMPK-herunterregulierende Effekt des Knockdowns sowohl auf 50 kPa als auch auf
0,2 kPa Gelen zu detektieren war (Abb. 23C). Die Quantifizierung drei unabhangigen
Experimenten bestatigte diese Annahme (Abb. 23D) und zeigte auflerdem, dass mTOR
nicht beeinflusst wurde. Der Knockdown konnte ebenfalls anhand des Immunoblots
Uberprift werden. Die Ergebnisse zeigten, dass ITGAV und FAK einen stabilisierenden
Effekt auf das AMPK-Protein besalRen. Dieser Effekt konnte sowohl auf festem als auch

auf weichem Untergrund detektiert werden.

5.2 Lokalisation von AMPK in Fibroblasten

Im vorausgehenden Abschnitt konnte deutlich gemacht werden, dass die FA einen
Einfluss auf die Stabilisierung des AMPK-Proteins in Zellen auf hartem Untergrund
besalen. Nun sollte eine Lokalisation des Proteins in der Zelle einen genaueren Einblick
in den zugrunde liegenden Mechanismus geben. Es war nicht mdglich, endogenes
AMPK-Protein mittels Antikdrperfarbung in den Zellen zu detektieren, daher wurde ein
Prkaa1-GFP-Expressionsplasmid in NIH3T3-Fibroblasten transfiziert. Zusatzlich wurde
p-Paxillin, ein weiters Protein der FA (Abb. 4) [425], mittels Immunfluoreszenzfarbung
markiert (Abb. 24A). Anhand der Aufnahme war zu erkennen, dass p-Paxillin eine
ringahnliche Formation um die Zelle bildete, was eine Lokalisation an der Zellmembran
vermuten lasst. Interessanterweise war eine deutliche Kolokalisation des p-Paxillin und
des Prkaa1-GFP in punktartigen Strukturen zu erkennen. Nach Behandlung mit dem
ItgaV-Inhibitor CWHM-12 verschwand diese Kolokalisation und das Prkaa1-GFP
verteilte sich im kompletten Zytoplasma der Zelle. Die Kolokalisation konnte auch mit
einer Kotransfektion mit Paxillin-mCherry zusatzlich zu Prkaa1-GFP bestatigt werden.
Hier war ebenfalls eine deutliche Kolokalisation von Prkaa1 und Paxillin in punktartigen

Strukturen zu erkennen.
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_____________
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DAPI / Prkaa1-GFP / Paxillin-mCherry

Abbildung 24: Die Kolokalisation von Prkaa1-GFP und p-Paxillin/Paxillin. (A) Es wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Fibroblasten auf Glasdeckglaschen, transfiziert mit einem
Prkaa1-GFP Konstrukt und behandelt fir 16 h mit 0,5 yM CWHM-12 durchgefihrt. Angefarbt
wurden p-Paxillin  (rot) und Zellkerne mit DAPI (blau). Es wurde auflerdem eine
Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Fibroblasten auf Glasdeckglaschen, transfiziert mit einem
Prkaa1-GFP-Konstrukt und einem Paxillin-mCherry-Konstrukt und inkubiert fir 24 hin 0,5 % FBS
DMEM durchgefihrt. Es folgten weitfeldmikroskopische Aufnahmen in einer 63x Vergroferung.
Gezeigt ist eine Ebene nach Dekonvolution. Mal3stabsbalken = 10 ym.

Anhand der Kolokalisation konnte festgestellt werden, dass der ltgaV-Inhibitor die
Lokalisation von Prkaa1 beeinflusst. Da aus den vorherigen Daten gefolgert werden
konnte, dass ItgaV AMPK auf weichem und hartem Untergrund beeinflusst, sollte im
Folgenden die Lokalisation von Prkaa1 auf den Hydrogelen Uberprift werden. Hierflr
wurden NIH3T3-Fibroblasten mit dem Prkaa1-GFP-Konstrukt transfiziert und auf 50 kPa
und 0,2 kPa Gelen ausgesat. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen war zu
erkennen, dass die punktuelle Lokalisation des Prkaa1 lediglich auf 50 kPa Gelen
sichtbar war, wahrend sich das Protein auf den 0,2 kPa Gelen hauptsachlich im
Zyotoplasma aufhielt (Abb. 25).

99



ERGEBNISSE

50 kPa DAPI / Prkaa1-GFP

0,2 kPa DAPI / Prkaa1-GFP

Abbildung 25: Die Lokalisation von Prkaa1-GFP in punktartigen Strukturen unter harten
Bedingungen. Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Fibroblasten, transfiziert
mit einem Prkaa1-GFP-Konstrukt und ausgesat auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa)
Gelmatrix durchgeflhrt. Angefarbt wurde der Zellkern mit DAPI (blau). Es folgten
konfokalmikroskopische Aufnahmen in einer 20x VergrolRerung mit 5Sfach Zoom.
MaRstabsbalken = 10 uym.

5.3 Verifizierung des AMPK-Stabilisierungsmechanismus in PDAC-

Stromazellen

Der Stabilisierungsmechanismus Uber die FA sollte nun in PDAC, einem der
stromareichsten Tumoren, verifiziert werden. Aufgrund des ausladenden Stromas und
demzufolge auch der erhdhten Festigkeit ist diese Tumorart gut geeignet um den AMPK-

Mechanismus und dessen therapeutische Relevanz genauer zu untersuchen.

5.3.1 Die primaren Mausfibroblasten mCAF1

In den folgenden Untersuchungen wurden einige immortalisierte Zelllinien des PDAC-
Stromas verwendet. Fur ein besseres Verstandnis und einer direkten Relation zum
realen Tumor sollten allerdings auch primare Zellen, die aus einer KPC-Maus isoliert
wurden, analysiert werden. Die Methode zur Isolierung der Primarzellen ist im

Methodenteil genauer beschrieben (Abschnitt 4.2.1).
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Abbildung 26: Der Hh-Signalweg in der isolierten Primarzelllinie mCAF1. (A) Es wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung von mKPC1, mPSC4 und mCAF1 auf Glasdeckgldschen
durchgefiihrt. Angefarbt wurde der epitheliale Marker Keratin17/19 (grin) und die
mesenchymalen Marker PDGFR-a (griin) und a-SMA (griin) sowie der Zellkern mit DAPI (blau).
Es folgten weitfeldmikroskopische Aufnahmen in einer 63x VergroRerung, gezeigt ist die
Maximumintensitatsprojektion. MaRstabsbalken = 10 ym (B) Es wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung von mCAF1 auf Glas-Deckglaschen durchgefiihrt. Angefarbt wurden
die Priméarzilien mittels ARL13B-Antikdrper (grun) und der Zellkern mit DAPI (blau). Es folgten
weitfeldmikroskopische  Aufnahme in einer 63x VergroRerung, gezeigt ist die
Maximumintensitatsprojektion. MaRstabsbalken = 10 um (C) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion der GLI-Transkriptionsfaktoren in mCAF1 im Vergleich zu mPSC4 auf Plastik
durchgefiihrt; 3-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (D) Es wurde eine RT-qPCR zur Detektion
des Transkriptlevels von Gli71 und Ptch1in mCAF1 durchgefihrt. In den Graphen ist der Mittelwert
+ SD von n = 2 unabhangigen Experimenten dargestellt.
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Zur ldentifizierung der gewonnenen Zellen als CAFs wurden sie zusammen mit einer
PSC-Zelllinie und einer KPC-Tumorzelllinie auf epitheliale und mesenchymale Marker
untersucht. Es wurden der epitheliale Marker Keratin 17/19 und die mesenchymalen
Marker PDGFRa und a-SMA mittels Immunfluoreszenz angefarbt (Abb. 26A). Die
mikroskopischen Aufnahmen zeigten in den mCAF1 ein deutliches Signal bei den
mesenchymalen Markern, wahrend der epitheliale Marker nicht detektiert werden
konnte. Die Kontrollen, mPSC4 (mesenchymal) und mKPC1 (epithelial), waren dabei
positiv auf ihre jeweiligen Marker. Es wurde zudem ein Test auf die KRAS- und Trp53-
Mutationen durchgefiihrt. Da die Zellen aus einem KPC-Tier isoliert wurden, sollten die
Tumorzellen diese Mutationen aufweisen, die Stromazellen jedoch nicht. In den mCAF1-
Zellen konnte keine der Mutationen festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Ein
weiterer Test war eine Immunfluoreszenzfarbung der Primarzilien mittels ARL13B-
Antikorper (Abb. 26B), da PDAC-Tumorzellen kein Primarzilium besitzen, Fibroblasten
jedoch schon. Es wurde anhand der mikroskopischen Aufnahmen deutlich, dass die
isolierten Zellen Primarzilien besalRen. In den Primarzellen wurde im Immunoblot und
auf Transkriptebene ein aktiver Hh-Signalweg nachgewiesen (Abb. 26C/D). Die
Expression des Transkriptionsfaktors GLI1 war in den mCAF1-Zellen deutlich erhéht im
Vergleich zu der mPSC4-Kontrolle. Es wurde bereits publiziert, dass Tumorzellen durch
die Sekretion des SHH-Liganden zu einer Aktivierung des Hh-Signalwegs im Stroma
fuhren. Diese parakrine Signallbertragung fordert PDAC-Wachstum und
Metastasierung [18]. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass die mCAF 1-Zelllinie
aus dem Tumorstroma stammte und es sich nicht um eine Tumorzelllinie handelte. Es
war daher moglich die isolierten Primarzellen fir weiterfihrende Untersuchungen des

Tumorstromas zu verwenden.

5.3.2 ItgaV und FAK beeinflussen die AMPK-Proteinexpression in PSCs

Es wurde bereits gezeigt, dass die Festigkeit des Untergrunds einen Einfluss auf die
Morphologie von Mausfibroblasten besitzt. Dieses Ergebnis sollte nun auf das PDAC-
Stroma Ubertragen werden. Hierflir wurden murine und humane PSC-Zellen auf 50 kPa
und 0,2 kPa Gele ausgesat. In lichtmikroskopischen Aufnahmen war eine ahnliche
morphologische Veranderung der Zellen zu erkennen: Auf weichem Untergrund waren
sie rundlicher, wahrend sie auf festem Untergrund die typische elongierte Form besaflen
(Abb. 27A).
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Abbildung 27: Die Veranderung der PSC-Morphologie durch die Untergrundharte. PSCs
wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat. (A) Es wurden
lichtmikroskopische Aufnahmen von murinen PSC4 und humanen PSC1 in einer 10x
VergroRerung durchgefuhrt. Malistabsbalken = 100 um (B) Das Aktinzytoskelett von mPSC4
wurden mit dem Phalloidin-California-Red Konjugat (rot) und der Zellkern mit DAPI (blau)
angefarbt. AnschlieRend wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen in einer 20x Vergrof3erung
mit 5fach-Zoom durchgefihrt. Mafstabsbalken = 10 uym.

Eine Farbung des Aktinzytoskelett mithilfe des Farbstoffs Phalloidin bestatigte, dass
auch in PSC-Zellen die F-Aktin-Fasern unter festen Bedingungen ausgepragter waren
als unter weichen (Abb. 27B). Es konnte zudem bestatigt werden, dass die AMPK-
Proteinexpression sowohl in murinen und humanen PSCs sowie in den generierten
murinen Primarzellen mCAF1 unter weichen Bedingungen signifikant reduziert war
(Abb. 28A/B) (Abb. E2).
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Abbildung 28: Eine erhéhte AMPK-Proteinexpression in PSCs auf hartem Untergrund. (A)
Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in mPSC4, hPSC1 und mCAF1
auf weicher (0,2kPa) und fester (50 kPa) Gelmatrix durchgefihrt; R-AKTIN diente als
Ladungskontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n =3 (mMPSC4 n = 2)
unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD. (C) Es wurde eine RT-qPCR zur
Detektion des Transkriptlevels von Prkaa1 und Prkaa2 in mPSC4 durchgeflihrt. Dargestellt ist
der Mittelwert £ SD von n = 5 unabhéngigen Experimenten.

Zudem blieb die Menge des mTOR-Proteins unverandert. Anhand einer RT-gPCR der
Transkripte der AMPK-Untereinheiten war au3erdem zu erkennen, dass lediglich die
Proteinmenge, nicht aber die Transkriptmenge auf den weichen Gelen reduziert war
(Abb. 28C).
Mausfibroblasten Uberein; es konnte daher davon ausgegangen werden, dass der

Diese Daten stimmten mit den zuvor generierten Daten in den
Mechanismus der besseren Stabilisierung von AMPK unter festen Bedingungen auch in
den PSCs zutraf. Zur Bestatigung des Mechanismus und der beteiligten Proteine der
FAs wurde auch in PSCs der Effekt der Herunterregulierung von ltgaV und Ptk2
untersucht. Sowohl in der murinen PSC-Zelllinie als auch in den murinen Primarzellen
mCAF1 konnte ein signifikanter Abfall der AMPK-Proteinmenge nach Knockdown von

FAK (Abb. 29A/B) oder ItgaV (Abb. 29C/D) detektiert werden. Dies wurde sowohl in den
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Immunoblots als auch in den Quantifizierungen deutlich. Dieses Ergebnis konnte auch
mit dem FAK-Inhibitor PF-573228 (Abb. 29E/F) und mit dem ItgaV-Inhibitor CWHM-12

(Abb. E5) bestatigt werden.
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Abbildung 29: Die Stabilisierung von AMPK iiber ItgaV und FAK in PSCs. (A) Es wurde ein
Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in mPSC4 und mCAF 1 auf Plastikkulturschalen
nach Knockdown von ltgaV durchgefihrt; B-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (B) Dargestellt
ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhéangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten
+ SD. (C) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK und mTOR in mPSC4 und mCAF1
auf Plastikkulturschalen nach Knockdown von Ptk2 durchgefiihrt; R-AKTIN diente als
Ladungskontrolle. (D) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhéangigen,
wie in (C) gezeigten Experimenten + SD. (E) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von AMPK
und mTOR in mPSC4 und mCAF1 auf Plastikkulturschalen nach Behandlung mit einem FAK-
Inhibitor durchgefiihrt; 3-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (F) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (E) gezeigten Experimenten £ SD.

Die Daten zeigten bisher einen Einfluss der FA-Proteine, insbesondere ItgaV und FAK,
auf die AMPK-Proteinmenge in den Stromazellen des Pankreas. In Patienten mit PDAC
ist das Stroma heterogen, es gibt Bereiche mit ECM-reicheren und somit festerem
ECM [88]. In Abbildung 30A
immunhistochemische Farbung von ITGAV des Gewebeschnitts eines PDAC-Patienten

Gewebe und Bereiche mit weniger ist eine

zu sehen. Diese Farbung stammte von einer 6ffentlichen Datenbank (Protein Atlas).
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Abbildung 30: Die Korrelation zwischen der erhéhten ITGAV-Proteinmenge in
stromareicher Umgebung und der PDAC-Mortalitatsrate. (A) Dargestellt ist eine
immunhistochemische Farbung von humanen PDAC-Gewebeschnitten aus Patienten (Protein
Atlas). Angefarbt wurde das ITGAV-Protein. (B) Dargestellt ist eine Kaplan-Meier-Kurve (TGCA
Dataset) von PDAC-Patienten, die eine Korrelation zwischen der Uberlebensrate und der ITGAV-
Expression aufzeigt. (C) Es wurde eine immunhistochemische Farbung von humanen PDAC-
Gewebeschnitten aus Patienten durchgefuhrt. Angefarbt wurde das Protein p-ACC und Kollagen
mittels Azan-Farbung.

Die Bereiche mit verstarkter ITGAV-Expression waren in einem hohen Mall um die
Tumorzellen lokalisiert. Dies wurde in der Publikation um Ohlund et al. deutlich, in der
gezeigt wurde, dass die myCAFs eine hdhere Menge an ECM produzieren und
unmittelbar an den Tumorzellen lokalisiert sind. iCAFs dagegen lokalisieren sich in einer
gréRReren Distanz zu den Tumorzellen und produzieren eine geringere Mengen an ECM
[312]. Es konnte daher eine Korrelation zwischen festerem Tumorstroma und der
Expression von ITGAV hergestellt werden. Die Kaplan-Meier-Kurve der ITGAV-
Expression in Korrelation mit der Uberlebensrate von PDAC-Patienten I4sst erkennen,
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dass eine erhdhte Expression von ITGAV zu einer deutlich geringeren Uberlebensrate
der Patienten fuhrte. Aufgrund dieses Ergebnisses konnte auch ein Zusammenhang mit
AMPK, welches von der ITGAV-Expression abhangig ist, nicht ausgeschlossen werden.
Eine immunhistochemische Anfarbung von AMPK in PDAC-Gewebeproben war nicht
moglich, daher wurde eines der bekannten AMPK-Substrate, p-ACC sowie Kollagen als
Marker fur eine erhdhte Festigkeit des Gewebes angefarbt (Abb. 30C). Die Farbungen
wurden von der Core Facility des Universitatsklinikums Marburg durchgefihrt. In der
Aufnahme war zu erkennen, dass die Zellen in kollagenreichen Bereichen des Gewebes
eine erhdhte p-ACC-Expression und demzufolge eine erhdhte AMPK-Expression

aufwiesen.

5.4 Der Hartegrad beeinflusst die Autophagierate der Zelle

5.4.1 Die Autophagierate ist unter festen Bedingungen erhoht

AMPK besitzt eine Reihe von Funktionen innerhalb der Zellen, eine davon ist die
Regulation der Autophagie Uber die aktivierende Phosphorylierung von ULK1. Ein
essentieller Marker der Autophagie ist das Protein LC3, das in die kleinere Form LC3-I
gespalten wird und ein Teil der Membran der Autophagosomen ist [155]. Aufgrund der
Unterschiede der AMPK-Expression je nach Harte des Untergrunds sollte nun die
Expression des Proteins LC3 untersucht werden. Es wurden humane und murine PSCs
auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen ausgesat und fir 48 h mit SAG behandelt. Die
Behandlung im Zusammenhang mit dem nahrstoffarmen Medium diente zur Aktivierung
von AMPK. Neben dem Vergleich der Proteinmenge auf weichem und hartem
Untergrund sollte auch eine mdglicherweise hdhere Expression von LC3 durch
Aktivierung der AMPK uber SAG untersucht werden. Das Protein LC3 wurde mittels
Immunoblot detektiert (Abb. 31A/B). Ahnlich dem AMPK-Protein, war hier eine deutlich
niedrigere Expression an LC3 unter weichen Bedingungen zu erkennen. Diese Daten
konnten sowohl in den murinen als auch in den humanen PSCs sowie in den
Fibroblastenzelllinien NIH3T3 und MEF[GFP] repliziert werden (Abb. E6). Eine
verstarkte Spaltung des LC3-I in die in der Autophagosomen-Membran vorkommenden
LC3-ll-Form war allerdings nicht zu erkennen, vielmehr war die Proteinmenge des
gesamt-LC3 unter harten Bedingungen erhéht. Es wurde zudem kein Einfluss von SAG

auf die Proteinexpression detektiert.
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Abbildung 31: Eine erhéhte LC3-Proteinexpression in PSCs auf hartem Untergrund. (A) Es
wurde ein Western-Blot zur Detektion von LC3 in hPSC1 und mPSC4, ausgesat auf weicher
(0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix und behandelt mit SAG (100 nM) fir 48 h in 0,5 % FCS
DMEM durchgefihrt; 3-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten = SD.

Zur Bestatigung dieser Daten wurde das LC3 mittels Immunfluoreszenzfarbung sichtbar
gemacht. Zunachst sollte allerdings Uberprift werden, ob die Immunfluoreszenzfarbung
des LC3 funktioniert. Hierflir wurden Fibroblasten mit unterschiedlichen Autophagie-
regulierenden Substanzen behandelt: Rapamycin (Sirolimus), ein mTORC1-Inhibitor
und somit Induktor von Autophagie [392]; Everolimus, ein Rapamycin-Derivat und daher
ebenfalls ein mMTORC1-Inhibitor und Autophagie-Induktor [67]; Bafilomycin A1 (Baf. A1),
ein Inhibitor der Fusion von Autophagosom und Lysosom und somit ein Autophagie-
Inhibitor (Abb. 32A) [309]. Autophagie wurde durch Nahrstoffmangel (0 % FBS)
induziert, wie bei der DMSO-Kontrolle zu sehen ist. Es konnte weniger LC3 bei der
Behandlung mit 10 %igem FCS-Medium nachgewiesen werden, wahrend sich die
Menge bei Behandlung mit serumreduziertem Medium erhdhte. Bei Behandlung mit den
Autophagie-induzierenden Substanzen Rapamycin und Everolimus zeigte sich auch bei
10 % FCS Medium eine erhéhte Menge an LC3 und somit Autophagie. Baf. A1 wurde
als Autophagie-Inhibitor eingesetzt, da die Autophagosomen aber trotzdem gebildet
werden, war auch hier vermehrtes LC3 zu erkennen. Anhand dieser mikroskopischen
Aufnahmen wurde deutlich, dass LC3 ein effektiver Marker fir Autophagie ist. Es traten
sowohl in serumreduziertem als auch in 10 %igem FCS-Medium nach Immunfarbung

von LC3 grune Vesikel auf, die sich allerdings in ihrer Grof3e unterschieden.
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Abbildung 32: Test der Immunfluoreszenzfiarbung von LC3 und Definition eines Cutoffs.
(A) Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Fibroblasten, behandelt mit den
Autophagie Modulatoren Rapamycin (1 uM), Everilonimus (1 yM) und Bafilomycin A1 (100 nM)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden einmal in 0,5 % FCS Medium und einmal in 10 % FCS Medium
kultiviert. Angefarbt wurde LC3A/B (griin) und der Zellkern mit DAPI (blau). Es folgten
weitfeldmikroskopische  Aufnahmen in einer 63x VergroRerung, gezeigt ist die
Maximumintensitatsprojektion. Malstabsbalken = 10 ym (B) Es wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung von stabilen NIH3T3 [GFP-LC3], kultiviert in 0,5 % und 10 % FCS-
Medium durchgefihrt. Angefarbt wurde der Zellkern mit DAPI (blau). Es folgten
weitfeldmikroskopische  Aufnahmen in einer 63x VergrofRerung, gezeigt ist die
Maximumintensitatsprojektion. Maf3stabsbalken = 10 um (C) Dargestellt ist die Quantifizierung
der Grofe der LC3-positiven Strukturen aus (B). Gezeigt ist der Mittelwert + SD, jeder Punkt stellt
ein Vesikel dar.

In dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, dass nur Vesikel einer bestimmten Grolke
als Autophagosomen definiert werden konnen. Zur genaueren Definition wurden
NIH3T3-Fibroblasten, die stabil LC3-GFP exprimierten, in 0,5 % und 10 % FCS DMEM
fur 48 h kultiviert und anschlieRend unter einem Weitfeldmikroskop analysiert
(Abb. 32B). Daraufhin wurden die GroRen der einzelnen Vesikel vermessen und ein
Cutoff anhand der GréRen in 0,5 % FCS und 10 % FCS bestimmt (Abb. 32C). Dieser
Cutoff lag bei etwa 0,5 pm: jedes Vesikel groRer als 0,5 ym wurde als Autophagosom
definiert.
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Abbildung 33: Die Verstarkung der Autophagierate in Zellen auf festem Untergrund. (A) Es
wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Fibroblasten auf weicher (0,2 kPa) und harter
(50 kPa) Gelmatrix durchgefihrt. Angefarbt wurde endogenes LC3A/B (griin) und der Zellkern
mit DAPI (blau). Es folgten konfokalmikroskopische Aufnahmen in einer 20x Vergré3erung mit
5fach-Zoom. Malstabsbalken = 10 um (B) Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von stabilen
NIH3T3 [GFP-LC3] auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix durchgefiihrt. Angefarbt
wurde der Zellkern mittels DAPI (blau). Es folgten konfokalmikroskopische Aufnahmen in einer
20x Vergroflerung mit 5fach-Zoom. MaRstabsbalken = 10 um. (C) Dargestellt ist der Mittelwert
der Quantifizierung der Grof3e der LC3-positiven Strukturen aus (B) + SD; jeder Punkt stellt ein
Vesikel dar. (D) Dargestellt sind Aufnahmen von NIH3T3-Zellen auf weicher (0,2 kPa) und harter
(50 kPa) Gelmatrix mithilfe eines Transmissionelektronenmikroskops (durchgefiihrt von der Core
Facility EM des Universitatsklinikums Marburg). Die mit Pfeilen markierten Strukturen zeigen
dabei die Autophagosomen.
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Im Anschluss wurden NIH3T3-Zellen auf 50 kPa und 0,2 kPa Gelen ausgesat und erneut
eine Immunfarbung des endogenem LC3 durchgefiihrt (Abb. 33A). Es war zu erkennen,
dass die Autophagosomen in Zellen auf hartem Untergrund deutlich vergrofert
auftraten. Dieses Ergebnis konnte mithilfe stabiler NIH3T3-[GFP-LC3]-Fibroblasten
bestatigt werden (Abb. 33B). Auch hier waren die Autophagosomen unter harten
Bedingungen deutlich vergréfRert. Die Quantifizierung der Autophagosomen auf den
unterschiedlichen Hartegraden bestatigte das bereits aufgrund der Bilder vermutete
Ergebnis. Die LC3-positiven Strukturen waren in Zellen auf hartem Untergrund
signifikant grofRer als unter weichen Bedingungen (Abb. 33C). Demzufolge besalien
Zellen auf hartem Untergrund eine deutlich erhéhte Autophagierate. Zur Bestatigung
dieser Daten wurden die Zellen unter einem Transmissionselektronenmikroskop von der
Core Facility EM des Universitatsklinikums Marburg untersucht. Auch hier war ein
deutlicher Unterschied der Grélie der Autophagosomen zwischen den unterschiedlichen
Hartegraden zu erkennen (Abb. 33D).

5.4.2 Die Autophagie von Stromazellen beeinflusst das Wachstum der

Tumorzellen

Die Daten zeigten eine erhdhte Autophagierate in Zellen auf hartem Untergrund. Der
Prozess der Autophagie dient zur Nahrstoffgewinnung in nahrstoffarmer Umgebung. Die
Tumorzellen koénnten durch die Signalausschittung der Stromazellen und der
darauffolgenden Verhartung der ECM die Autophagie in den Stromazellen anregen und
somit genldgend Nahrstoffe zum Wachstum erhalten. Es wurden unterschiedliche
Zelltypen, sowohl Mausfibroblasten als auch PSCs in Mono- und Kokultur mit einer
Pankreaszelllinie, Panc1, die konstitutiv ein Luciferase-Reporterkonstrukt exprimierte,
kultiviert. Anhand dieses Experiments sollte festgestellt werden, ob die Kokultur unter
serumreduzierten Bedingungen einen verbesserten Effekt auf das Tumorwachstum
besal’. Der Luciferase-Assay zeigte ein signifikant besseres Wachstum der Tumorzellen
in Kokultur mit PSCs, wahrend die normalen Mausfibroblasten das Wachstum nicht
beeinflussten (Abb. 34). Dies schien ein wichtiger Unterschied zwischen den
Fibroblasten und den Fibroblasten-artigen PSCs zu sein. Lediglich die PSCs besalen

einen wachstumsfordernden Effekt auf die Tumorzellen.
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Abbildung 34: Die Forderung des Tumorwachstums durch PSCs. Es wurden Viabilitatstests
der Tumorzellinie Panc1, die mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt transfiziert ist,
durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden entweder als Mono- oder als Kokultur mit diversen
Zelllinien auf Plastikkulturschalen fir 4 d in 0 % FCS Medium kultiviert. Gezeigt ist der Mittelwert
der Triplikate eines reprasentativen Luciferase-Assays von n = 3 unabhangigen Durchflihrungen
des Experiments.

Anhand der gewonnenen Ergebnisse sollte im Anschluss der Einfluss der PSCs auf das
Tumorwachstum unter harten und weichen Bedingungen in 0 % FCS-Medium tberpruft
werden. Es wurden sowohl humane als auch murine PSCs mit Panc1t-Zellen
kokultiviert und es konnte ein verstarktes Tumorwachstum auf Plastik und 50 kPa Gelen
detektiert werden, wahrend es auf 0,2 kPa Gelen ausblieb (Abb. 35A). Dieses
Experiment wurde anschlieBend mit der murinen PSC-Zelllinie und einer weiteren
Tumorzelllinie, Miapaca‘*, wiederholt und das Ergebnis bestatigt. Fir eine weitere
Bestatigung wurden humane und murine PSCs sowie die Primarzellen mCAF1 mit einer
weiteren PDAC-Tumorzelllinie, PaTu8988T"“c, kokultiviert und zuséatzlich mit dem
Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A1 flr 4 d behandelt (Abb. 35B). Die Ergebnisse
bestatigten zum einen die bereits beobachtete Forderung des Tumorwachstums
lediglich unter harten Kultur-Bedingungen. Es konnte zudem durch den
Autophagieinhibitor deutlich gemacht werden, dass diese Wachstumsférderung

Autophagie-abhangig war, da sie nach Behandlung nicht mehr eintrat.
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Abbildung 35: Die Forderung des Tumorwachstums durch erh6hte Autophagie in PSCs.
(A) Es wurden Viabilitatstests der Tumorzelllinien Panc1 und Miapaca, die mit einem Luciferase-
Reporterkonstrukt transfiziert sind, durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden entweder als Mono-
oder als Kokultur mit humanen und murinen PSC-Zelllinien auf Plastikkulturschalen fir 4 d in 0 %
FCS Medium kultiviert. Gezeigt ist der Mittelwert der Triplikate eines reprasentativen Luciferase-
Assays von n = 3 unabhangigen Durchflihrungen des Experiments. (B) Es wurden Viabilitatstests
der Tumorzelllinien PaTu8988T, die mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt transfiziert ist,
durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden entweder als Mono- oder als Kokultur mit humanen und
murinen PSC-Zelllinien sowie den Primarzellen mCAF1 fir 4d in 0 % FCS Medium auf den
50 kPa und 0,2 kPa Gelen kultiviert und mit Baf. A1 (100 nM) behandelt. Gezeigt ist der Mittelwert
der Triplikate eines reprasentativen Luciferase-Assays von n = 3 unabhangigen Durchflihrungen
des Experiments.
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Um letztendlich eine Verbindung der bis jetzt in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse tber
die Regulierung der Autophagie durch die Gewebeharte und somit ITGAV und AMPK
herzustellen, wurde Uber die CRISPR/Cas9-Technik ein ltgaV-Knockout der murinen
PSC4-Zelllinie generiert. Der Knockout von ltgaV sollte eine Reduktion von AMPK und
somit der Autophagie zur Folge haben.
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Abbildung 36: Der Einfluss des mPSC4-ltgaV-Knockout-(KO)-Klon auf das
Tumorzellwachstum. (A) Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von Wildtyp-mPSC4 und
des mPSC4-ltgaV-Knockout-Klons auf Plastik in einer 10x VergroRerung durchgefiihrt.
Mafstabsbalken = 100 um (B) Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von ITGAV und AMPK
in Wildtyp-mPSC4 und in Zellen des /tgaV-Knockouts nach Kultivierung fur 48 h in 0,5 % FCS
DMEM auf Plastikkulturschalen durchgefuhrt; 3-AKTIN diente als Ladungskontrolle. (C) Es wurde
eine RT-gPCR zur Detektion des Transkriptlevels von /tgaV im mPSC4-/tgaV-Knockout-Klon
durchgefiihrt. (D) Es wurden Viabilitatstests der Tumorzelllinie PaTu8988T, die mit einem
Luciferase-Reporterkonstrukt transfiziert ist, durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden entweder als
Mono- oder als Kokultur mit Wildtyp-mPSC4 oder dem /tgaV-Knockout-Klon fiir 4 d auf 0,2 kPa
und 50 kPa Gelen in 0 % FCS Medium kultiviert. Gezeigt ist der Mittelwert der Triplikate eines
reprasentativen Luciferase-Assays von n = 3 unabhangigen Durchfiihrungen des Experiments.
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Die lichtmikroskopische Analyse zeigte eine deutliche morphologische Veranderung der
Zellen nach erfolgreichem Knockout (Abb. 36A). Die Zellen waren abgerundet und
weniger adharent, ahnlich dem Bild nach Behandlung mit dem /tgaV-Inhibitor CWHM-
12. Der Knockout konnte sowohl auf Proteinebene mittels Immunoblot (Abb. 36B) als
auch auf Transkriptebene (Abb. 36C) bestatigt werden. Eine weitere Bestatigung war
zudem der Abfall der AMPK-Proteinexpression nach vollstandigem Knockout von ltgaV.
Der Kokultur-Assay wurde nun sowohl mit Wildtyp-PSCs als auch mit den lfgaV-
Knockout-PSCs zusammen mit der Tumorzelllinie PaTu8988T durchgefihrt. Der
anschlielende Luciferase-Assay zeigte, dass lediglich die Wildtyp-PSCs einen
signifikanten Einfluss auf das Wachstum unter harten Bedingungen besalien, die

Knockout-Mutanten schienen diese Fahigkeit komplett verloren zu haben (Abb. 36D).
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Abbildung 37: Ein erhdhtes Tumorwachstum in vivo uber die ItgaV-Signalkaskade in
PSCs. (A) Gezeigt ist eine schematische Darstellung des Xenograft-Mausversuchs. Es wurde
eine subkutane Injektion von PaTu8988T allein in Gruppe 1, von PaTu8988T + Wildtyp-mPSC4
in Gruppe 2 und von PaTu8988T + mPSC4 [ltigaV KO] in Gruppe 3 durchgefihrt. (B) Dargestellt
ist der Mittelwert der Quantifizierung des Tumorwachstums nach Injektion von jeweils n=7
Mausen pro Gruppe £ SD.
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Die Ergebnisse in vitro sollten anschlieend auch in vivo bestéatigt werden. Hierfir wurde
ein Xenograft-Modell verwendet. Die Nacktmause wurden in drei Gruppen zu jeweils
sieben Tieren aufgeteilt und eine Kombination aus Tumorzellen und PSCs subkutan
injiziert (Abb. 37A). In Kontrollgruppe 1 wurden die Tumorzellen PaTu8988T alleine
gespritzt. In Gruppe 2 wurden die Tumorzellen PaTu8988T mit Wildtyp-PSCs in einem
Verhaltnis von 1:1 injiziert und in Gruppe 3 wurden die Tumorzellen mit /tgaV-Knockout-
PSCs in einem Verhdltnis von 1:1 injiziet. Es kam zu einem verringerten
Tumorzellwachstum bei Abwesenheit von ltgaV in PSC-Zellen im Vergleich zu der
Kombination mit den Wildtyp-PSCs (Abb. 37B). Diese Ergebnisse warfen die Frage auf,
wie die verstarkte Autophagie in den PSCs zu einem erhdhten Tumorwachstum fuhren.
Es wurde bereits publiziert, dass die Aminosaure Alanin von den PSCs fir die PDAC-
Tumorzellen bereitgestellt wird. Diese Zellen bendétigen Alanin z. B. fur ihren
Metabolismus, das Wachstum oder die Chemoresistenz [325]. Im Zusammenhang mit
dem erhdhten Tumorwachstum in Kokultur mit PSCs auf hartem Untergrund koénnte
demnach auch die Sekretion von Alanin von Bedeutung sein. Mithilfe einer
massenspektrometrischen  Analyse des Uberstands von PSC-Kulturen in
serumreduziertem Medium auf den Hydrogelen wurde deutlich, dass sich die Menge an
Alanin im Laufe von 24 h unter beiden Bedingungen erhéhte (Abb. 38A). Die
Massenspektrometie-Analyse wurde von der Core Facility Metabolomics des
Universitatsklinikums Marburg durchgefiihrt. Ein Alanin-Rescue-Assay, bei dem die
murine PSC-Zelllinie mit PaTu8988T-Tumorzellen auf Hydrogelen kokultiviert und
parallel mit L-Alanin behandelt wurde, zeigte jedoch deutlich, dass die Konzentration an
Alanin keinen Einfluss auf die Férderung des Wachstums unter weichen Bedingungen
besall. Alanin ist eine Aminosaure, die im Gegensatz zu Proteinen durch das Erhitzen
nicht zerstért werden kann. Ein Teil der PSC-Uberstédnde der Massenspektrometie-
Analyse sowie Uberstande von mPSC4 behandelt mit Baf. A1 (100 nM) wurde bei
100 °C fur 5 min erhitzt (aufgekocht). Anschlie3end wurden die aufgekochten und nicht
aufgekochten Uberstande auf die PaTu8988T'*-Zellen gegeben und das Wachstum
anhand eines Luciferase-Assays gemessen (Abb. 38B). Die unbehandelten Ubersténde
hatten den bereits verifizierten Effekt auf das Wachstum der Tumorzellen. Die
Uberstande von Zellen auf 50 kPa Gelen besalRen den wachstumsfordernden Effekt,
wahrend die Uberstidnde von Zellen auf 0,2 kPa Gelen keinen Einfluss auf das
Tumorzellwachstum hatten. Vergleichbar mit den vorherigen Experimenten verlor sich
der Effekt bei den Uberstanden, die von Baf. A1-behandelten mPSC4 stammten.
Interessanterweise verlor sich der Effekt auf den 50 kPa Gelen auch nach dem Erhitzen

der Uberstande. Die Ergebnisse bestatigten somit, dass Alanin keinen Einfluss auf die
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Wachstumsférderung der Tumorzellen durch die PSCs besal3en, vielmehr scheint es

sich um einen Effekt von sekretierten Proteinen zu handeln.
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Abbildung 38: Der Einfluss von Alanin auf das Wachstum der Tumorzellen in Ko-Kultur mit
PSCs. (A) mPSC4-Zellen wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat
und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 h, 8 h, 24 h) mit Bafilomycin A1 (100 nM) in 0 % FCS
DMEM kultiviert. Der Uberstand wurde abgenommen und zur Massenspektrometie-Analyse der
Alaninkonzentration gegeben. Dargestellt ist die Konzentration aus einer Messung. Die Messung
wurde von der Core Facility Metabolomics des Universitatsklinikums Marburg durchgefiihrt (B)
Es wurden Viabilitdtstests der Tumorzelllinie PaTu8988T, die mit einem Luciferase-
Reporterkonstrukt transfiziert ist, durchgefuhrt. Die Tumorzellen wurden entweder als Mono- oder
als Kokultur mit mPSC4-Zellen fir 4 d in 0 % FCS-Medium kultiviert und mit L-Alanin (1 mM)
behandelt. Gezeigt ist der Mittelwert der Triplikate eines reprasentativen Luciferase-Assays von
n =3 unabhangigen Durchfihrungen des Experiments. (C) Es wurden Viabilitatstests der
Tumorzelllinie PaTu8988T, die mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt transfiziert ist,
durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden mit aufgekochten und nicht-aufgekochten Uberstanden,
hergestellt wie in (A) allerdings fur 3 d behandelt (DMSO oder Baf. A1, 100 nM) und fur 4 d auf
50 kPa und 0,2 kPa Gelen kultiviert. Gezeigt ist der Mittelwert der Triplikate eines reprasentativen
Luciferase-Assays von n = 3 unabhangigen Durchflihrungen des Experiments.
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Es kénnte auch mdglich sein, dass die PSCs im Allgemeinen keinen Einfluss auf die
Wachstumsférderung von Tumorzellen, sondern auf das eigene Uberleben besitzen. Es
wurden daher mPSC4-Zellen auf weichem und hartem Untergrund ausgesat und mit
dem Autophagie-Inhibitor Baf. A1 fir 1d und 2 d behandelt (Abb. 39A). Es war zu
erkennen, dass auf 0,2 kPa Gelen bereits nach 1 d Behandlung die Halfte der Zellen
abstarben, wahrend bei 50 kPa Gelen dieser Effekt erst nach 2d Behandlung zu
beobachten war (Abb. 39B). Dieses Ergebnis kénnte einen Hinweis darauf sein, dass

die PSCs unter harten Kultur-Bedingungen besser iberlebten.
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Abbildung 39: Der Einfluss der Untergrundhirte auf das Uberleben von PSCs. mPSC4
wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat und 1 d oder 2d mit
Baf. A1 (100 nM) in 0 % FCS DMEM kultiviert. (A) Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der
mPSC4-Zellen nach der Behandlung in einer 10x Vergroferung durchgefihrt.
Mafstabsbalken = 100 um (B) Es folgte die Bestimmung der Anzahl an lebenden und toten
mPSC4-Zellen mittels Trypanblauféarbung in einer Neubaur-Zédhlkammer. Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 2 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD.
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6. Diskussion

Die gewonnenen Ergebnisse konnten aufzeigen, dass die Autophagie der Stromazellen,
speziell der PSCs, einen deutlichen Einfluss auf das Tumorwachstum in PDAC besitzt.
Zudem wurde innerhalb dieser Arbeit aufgezeigt, dass der Prozess der
Wachstumsfoérderung Uber die Umgebungsharte kontrolliert wird. Dies erfolgt Gber eine
Signalkaskade, welche die Integrine, FAK und den metabloschen Masterregulator AMPK

miteinschlief3t. Im Folgenden sollen die Ergebnisse genauer diskutiert werden.

6.1 Der Hh-Signalweg wird nur zu einem geringen MaR von der

Gewebeharte beeinflusst

Der Hh-Signalweg st bei vielen =zelluldaren Prozessen sowohl in der
Embryonalentwicklung als auch in adulten Geweben und ebenso in verschiedenen
Tumoren beteiligt. Speziell fir den kanonischen, aber auch fiir eine Anzahl an nicht-
kanonischen Hh-Signalwegen ist das Primarzilium das entscheidende Organell der
Signalweiterleitung. Die Ziliogenese ist dabei ein komplexer Mechanismus, der nicht nur
den Aufbau des Ziliums, sondern auch dessen Lange bestimmt. Es gibt eine Reihe von
Proteinen und Strukturen, die die Lange des Primarziliums regulieren und beeinflussen
koénnen, unter anderem das Aktinzytoskelett der Zelle. Das Aktinzytoskelett ist zum einen
fur die Migration des Basalkdrpers verantwortlich, zum anderen verankert sich der
Basalkorper mithilfe von FAs an das Zytoskelett der Zelle [12]. Die Gruppe um Kim et al.
konnte zeigen, dass Proteine des Aktinzytoskeletts wie etwa Gelsolin (GSN), Advillin
(AVIL) und actin related protein 3 (ARP3) die Zilienlange beeinflussen [218]. GSN und
AVIL sind dabei Modulatoren, die das F-Aktin abtrennen kdnnen und somit die F-Aktin-
Fasern zerstéren, wahrend ARP3 ein Teil des ARP2/3-Komplexes darstellt, der
essentiell fir die Aktinpolymerisierung ist. Das Herunterregulieren von GSN und AVIL
fuhrt zu einer Inhibition der Ziliogenese, wahrend das Herunterregulieren von ARP3 eine
Elongation des Ziliums zur Folge hat [218, 376]. Die Behandlung mit Aktinmodulatoren,
wie etwa Cytochalasin D kann diese Ergebnisse bestatigen. Eine hohe Menge an F-
Aktin inhibiert die Ziliogenese, wahrend Aktindepolymerisierung die Elongation des
Ziliums fordert [218, 287]. In Abbildung 7B ist eine deutliche Veranderung des
Aktinzytoskelett in Zellen bei unterschiedlichen Hartegraden des Untergrunds zu
erkennen. Auf hartem Untergrund besitzen die Zellen ein verstarktes Netz an F-Aktin-
Fasern, was die Zilienlange und somit auch den Hh-Signalweg beeinflussen kénnte.

Interessanterweise  zeigt die Messung der Zilienlange anhand von
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Immunfluoreszenzbildern ein signifikant langeres Priméarzilium in Zellen auf hartem
Untergrund im Vergleich zu Zellen auf weichem Untergrund (Abb. 10). Dieses
Uberraschende Ergebnis zeigt, dass die physikalischen Eigenschaften der Umgebung
zwar Einfluss auf die Zilienldnge besitzen, jedoch im Kontrast zu den obigen, bereits
publizierten Erkenntnissen stehen. Es ist jedoch auch zu erwahnen, dass Stressfasern
zwar einen negativen Einfluss auf die Ziliogenese besitzen, das F-Aktin-Netzwerk
dennoch essentiell fur das Primarzilium ist. Ein dichtes Netzwerk befindet sich in den
Zilientaschen, um dort die Membran zu stabilisieren und die Struktur/Funktion des
Ziliums zu erhalten [293]. Es ist zudem auch essentiell fur die Stabilitdt des Ziliums und
den IFT [472]. Das bruchstickhafte Aktinzytoskelett auf 0,2 kPa Gelen kénnte entweder
nicht ausreichend zerstort sein, um eine Verlangerung des Ziliums zu bewirken und/oder
weitere unbekannte, mechanistische Faktoren haben Einfluss auf die Ziliumlange, die

unabhangig vom Aktinzytoskelett sind.

Das Primarzilium ist ein essentielles Organell fir den Hh-Signalweg, da sowohl die
Lokalisation der Rezeptoren wie SMO [85] als auch der IFT im Zusammenhang mit
GLI2/3-Transport damit verbunden sind [161]. Proteine wie etwa broad-minded (BROMI)
sind in der Lage sowohl die Ziliogenese als auch die Lokalisation von GLI2 im Zilium zu
regulieren [223]. Wahrend missing in metastasis (MIM) zum einen die Zilienlange durch
Inhibition der Aktinpolymerisierung reguliert, stellt es zum anderen auch einen
entscheidenden Interaktionspartner von GLI2 und SUFU dar [33, 54]. Es ist somit ein
Regulator, welcher die Zilienlange und den Hh-Signalweg steuern kann. Es gibt zwar
Proteine, welche die Zilienlange mit dem Hh-Signalweg in Verbindung bringen,
allerdings ist der Einfluss der Zilienlange auf die Starke des Signalwegs umstritten. In
Publikationen konnte gezeigt werden, dass ein verklrztes Zilium eine schwachere
Aktivierung des Hh-Signalwegs zur Folge hat [60], andere Publikationen wiederum
zeigten, dass trotz verkurzter Zilien eine normalen Hh-abhangige Entwicklung stattfinden
kann [21]. Die Untersuchung des GLI1-Transkriptionsfaktors in Zellen auf weichem und
hartem Untergrund zeigte sowohl auf Proteinebene als auch auf Transkriptebene keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 8). Jedoch war auf Proteinebene eine leicht erhdhte
Expression von GLI1 unter weichen Bedingungen zu erkennen, wahrend auf
Transkriptebene das Gegenteil der Fall war. Die Ergebnisse der Proteinanalyse konnten
zudem auch durch eine Gli1-Expressionsanalyse, sowie einem Alkalischen-
Phosphatase-Assay verifiziert werden. In beiden Fallen bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen Zellen auf 0,2 kPa und 50 kPa Gelen. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass zwar die Zilienlange durch den Untergrund beeinflusst wird, der Hh-

Signalweg jedoch nur zu einem geringen Mal.
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Die Verbindung des Hh-Signalwegs mit dem Aktinzytoskelett findet groRtenteils auf
nicht-kanonischer Ebene statt. Es kann zu einer SMO-abhangigen Reorganisation des
Zytoskeletts und der Bildung von F-Aktin-Netzwerken kommen [76, 365]. Dies kann unter
anderem durch die Aktivierung der Src-Kinase [43], Uber eine Tiam1-Rac-Signalkaskade
[365] oder durch die Stimulierung des Leukotrien-Metabolismus [37] erfolgen. Ein
direkter Effekt des Aktinzytoskelett auf den Signalweg ist jedoch weitestgehend
unbekannt, die Literatur deutet eher auf eine Beteiligung des Primarziliums hin. Zur
genaueren Analyse wurden in dieser Arbeit die Effekte von Aktinmodulatoren in Zellen
auf Hydrogelen untersucht (Abb. 9). Durch die Behandlung von Mausfibroblasten mit
Aktinmodulatoren, wie etwa Cytochalasin D, sollte auf den 50 kPa Gelen das
Aktinnetzwerk der 0,2 kPa Gele imitiert werden. Der Einfluss auf den Hh-Signalweg war
jedoch nach der Behandlung bei beiden Gelharten ahnlich. Es kam unter beiden
Bedingungen zu einem Anstieg und Hh-Aktivitdt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Veranderung des Aktinzytoskelett weder auf den Hh-Signalweg noch auf die Zilienlange
einen signifikanten Einfluss hat. Ebenso zeigen die Protein- und Transkriptanalysen
keinen deutlichen Effekt der Gewebeharte auf die Aktivierung des Hh-Signalwegs in
Fibroblasten. Lediglich die Zilienlange schien durch unterschiedliche Festigkeiten des
Untergrunds beeinflusst zu werden, der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch noch

ungeklart.

6.2 Die Stabilisierung von AMPK erfolgt tiber ItgaV und FAK in Fibroblasten

Die Proteinkinase AMPK gilt als Sensor des Verhaltnisses von ATP/AMP und passt den
Metabolismus der Zelle entsprechend des Energiezustandes an. Tumorzellen, die unter
Spannung stehen, gleichbedeutend mit einer festen Umgebung, besitzen ein niedrigeres
Verhaltnis von ATP zu AMP als Zellen in weicher Umgebung [477]. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass die ECM den Metabolismus der Zellen beeinflussen kann. Die
Gruppe um Park et al. untermauert diese Resultate, indem sie zeigten, dass die
Reorganisation des Aktinzytoskelett aufgrund erhohter Festigkeit der ECM zu einer
Forderung der Glykolyse der Zellen fihrt [323]. Sowohl die Steuerung des Energielevels,
als auch die Regulation der Glykolyse kann Uber AMPK erfolgen [167]. Es wurde zudem
bereits gezeigt, dass der Mechanotransduktionskomplex um E-Cadherin, einem fir
Zelladhasion wichtigen transmembranen Glykoprotein, durch mechanische Stimuli die
AMPK-Aktivitat Uber LKB1 erhohten kann [26]. AMPK kann aulierdem in
Lungenepithelzellen durch das Ausdehnen wahrend des Atmungsprozesses im

Zusammenhang mit Dystroglykan aktiviert werden [47]. Es gibt somit bereits einige
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Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Gewebeharte, der
Mechanotransduktion und dem Zellmetabolismus, speziell im Falle von AMPK. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die AMPK-Proteinexpression in Fibroblasten auf
weichem Substrat signifikant geringer war als auf hartem (Abb. 11). Es bestand dagegen
kein Unterschied in der Trankriptmenge. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass der Effekt von unterschiedlichen Hartegraden auf die AMPK-Expression lediglich
auf Proteinebene stattfindet, die Transkriptions- und Translationsraten davon jedoch
unberlhrt bleiben.

Einer der bekanntesten Gegenspieler der AMPK ist mTOR, ein Teil der mTORC1- und
mTORC2-Komplexe, welche im Gegensatz zu AMPK energieverbrauchende Prozesse
fordern [263]. Daher ist es nicht unwahrscheinlich, dass die mTOR-Proteinexpression
ebenfalls von der Gewebeharte reguliert wird. Die Proteinmenge von mTOR kdnnte
durch die erhdhte Menge an AMPK unter harten Bedingungen beeinflusst werden. Es
wurde bereits gezeigt, dass AMPK mTORC1 durch unterschiedliche Mechanismen
regulieren und inhibieren kann [196]. Eine Inhibition ist jedoch nicht gleichbedeutend mit
einem verringerten Proteinlevel. Es ist zudem bekannt, dass mTOR ebenfalls tiber den
Prozess der Mechanotransduktion aktiviert werden kann. Die Gruppe um Lee et al.
zeigte, dass eine Schockwelle und folglich eine Signallbertragung Uber Integrine zur
Phosphorylierung und somit Aktivierung von mTORC1 flhrt [241]. Zudem kann die
Aktivierung auch Uber mechanische Stimuli wie etwa das Strecken der
Skelettmuskulatur erfolgen [176]. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass
sich die Menge an mTOR-Protein in Zellen auf 0,2 kPa und 50 kPa Gelen nicht
unterschied. Da sich AMPK und mechanische Reize auf die Aktivierung von mTOR
auswirken, wurde auch das Level an p-mTOR (Ser2448) tberprift (Abb. E7). Auch hier
war kein signifikanter Unterschied zwischen weichem und hartem Untergrund zu
erkennen. Somit hat die Gewebeharte zwar Einfluss auf AMPK, das mTOR-Protein bleibt

jedoch unbeeinflusst.

Park et al. beschreiben aulerdem, dass ein entscheidendes Enzym der Glykolyse, die
Phosphofruktokinase (PFK), auf weichem Substrat weniger stabil und schneller
abgebaut wird als auf festem. Dieser Abbau wird durch die E3-Ubiquitinligase TRIM21
initiiert, diese ubiquitiniert das Protein und markiert es fur die Degradation. TRIM21 wird
auf hartem Untergrund durch die entstehenden Stressfasern inaktiviert und kann somit
PFK nicht fir den proteasomalen Abbau markieren [323]. Die unterschiedliche
Proteinmenge von AMPK auf weicher und harter Gelmatrix kénnte ebenfalls durch einen
Stabilisierungsmechanismus begriindet sein. Die Behandlung der Zellen mit

Cycloheximid, einem Inhibitor der Proteinbiosynthese, zeigte einen schnelleren Abbau
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von AMPK auf 0,2 kPa Gelen (Abb. 18). Dieser Abbau war AMPK-spezifisch, da die
Abbaurate von mTOR unverandert war. Der Abbau von Proteinen der Zelle kann durch
unterschiedliche Mechanismen erfolgen, die bekanntesten sind dabei der Ubiquitin-
Proteasom-Abbau und der lysosomale Abbau [80]. Das wahrscheinlichste Szenario ist
ein schnellerer Abbau Uber das Proteasom, ahnlich den Ergebnissen von Park et al. Fur
die Bestatigung dieser Annahme wurden die Fibroblasten mit dem Proteasominhibitor
MG132 behandelt (Abb. 18). Die AMPK-Proteinexpression in Zellen auf 0,2 kPa Gelen
reichte nach der Behandlung nahezu an das der Zellen auf 50 kPa heran. Es erfolgte
somit ein signifikanter Anstieg der Menge an AMPK nach Proteasominhibitor-
Behandlung. Die Annahme einer Beteiligung des Proteasoms an der Destabilisierung
von AMPK auf weichem Substrat scheint sich damit zu bestatigen. Diese Hypothese
konnte in einem weiteren Experiment verstarkt werden. Hierfur wurde ein GFP-
Konstrukt, welches dank einer integrierten PEST-Sequenz unmittelbar nach Expression
proteasomal abgebaut wird, in Fibroblasten transfiziert. Das Experiment zeigte einen
signifikant schnelleren Abbau des GFP-Konstrukts auf weichem Untergrund. Der
proteasomale Abbau schien demzufolge auf weichem Untergrund deutlich schneller zu
erfolgen. Die Hypothese der Proteasombeteiligung scheint aufgrund der gewonnenen
Ergebnisse zwar als sehr wahrscheinlich, fir einen endglltigen Beweis musste jedoch
noch eine verstarkte Ubiquitinierung der AMPK auf weichem Substrat bestatigt werden.
Die Frage, wie der schnellere Abbau oder die bessere Stabilisierung erfolgt, ist ebenfalls
noch ungeklart. Es kdnnte hierbei ebenfalls an der Beteiligung einer Ubiquitinligase
liegen. Die E3 Ubiqutinligase cell death-inducing DFFA-like effector a (CIDEA) ist in der
Lage, das AMPK-Protein durch Interaktion mit dessen B-UE zu regulieren. Die
Aktivierung von CIDEA flihrt zu einem Abbau von AMPK in braunem Fettgewebe [342].
Zudem kann AMPK mit der nicht-ATPase-UE des Proteasoms, PSMD11, direkt
interagieren und unter anderem den Phosphorylierungsstatus dieser Untereinheit
regulieren [294]. Ein moglicher Effekt auf den AMPK-Abbau ist dabei jedoch nicht
bekannt. Da der verstarkte Abbau oder die bessere Stabilisierung auf unterschiedlichen
Hartegraden nicht ubiquitar auf alle Proteine der Zelle wirkt, scheint eine Beteiligung
einer Ubiquitinligase am wahrscheinlichsten. Eine generelle Hochregulierung der
Proteasomaktivitat wirde einen Einfluss auf eine Reihe von Proteinen haben, was im

Rahmen dieser Arbeit aber nicht naher untersucht werden konnte.

Um ein genaueres Verstandnis der Regulierung der AMPK-Expression bei
unterschiedlichen Hartegraden der Unterlage zu erhalten, sollte zunachst der Prozess
der Mechanotransduktion genauer analysiert werden. Die Fibroblasten missen in der

Lage sein, die Veranderung der ECM-Zusammensetzung zu erkennen und diese
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mechanischen Reize in die Zelle weiterleiten, um so eine Stabilisierung der AMPK zu
bewirken. Eine der Hauptstrukturen der Mechanotransduktion sind hierbei die FAs.
Diese bestehen aus einer Reihe von Proteinen, von denen die Integrine zu den
wichtigesten Komponenten gehoren, da sie den extrazellularen Raum mit dem Inneren
der Zelle verbinden. Eine Verbindung zwischen AMPK und den Integrinen konnte bereits
von einigen Gruppen bewiesen werden: AMPK kann die Aktivitat der 31-UE Uber eine
negative Regulation der Integrin-Bindeproteine Tensin1 und Tensin3 steuern. Eine
Inhibition der AMPK flihrt zu einer erhdhten Expression der Tensine und somit einer
verbesserten  B1-Integrinaktivitdt  sowie  der  Fdérderung  von  fibrillaren
Adhasionskomplexen und Integrin-abhangigen Prozessen [128, 129]. AMPK ist zudem
am Internalisierungsprozess verschiedener Integrine beteiligt, speziell in Verbindung mit
der R1-UE [361]. Eine Beteiligung dieser Integrine an der Regulation der
Proteinexpression von AMPK ist daher moéglich, wenngleich es kaum Publikationen Uber
einen Effekt der Integrine auf AMPK gibt. Um ein genaueres Bild zu erhalten, welche
maglichen Integrin-Untereinheiten beteiligt sein kdnnen, wurde auf Plastikkulturschalen
ein siRNA-Screening in Mausfibroblasten durchgefiihrt (Abb. 19). Dieses Screening
ergab nach Kockdown der meisten Untereinheiten keinen signifikanten Effekt auf die
AMPK-Proteinexpression mit Ausnahme von ItgaV. Durch den Knockdown dieser
Untereinheit war ein deutlicher Abfall der AMPK-Proteinexpression zu erkennen, das
AMPK-Transkriptlevel blieb jedoch unverandert. Auch durch Behandlung mit dem ltgaV-
Inhibitor CWHM-12 wurde die Menge an AMPK signifikant reduziert (Abb. 20). Die aV-
UE wurde zunachst im Zusammenhang mit der B3-UE charakterisiert und mit dem
Prozess der Angiogenese assoziiert [45]. Es ist in der Lage, ECM-Komponenten wie
Vitronektin, Fibronektin, Fibrinogen und Osteopontin zu binden, und ist zudem im
Ovarialkarzinom Uberexprimiert, jedoch nicht im gesunden Ovarialgewebe [436].
Myofibroblasten sind in der Regel die Hauptquelle der ECM-Komponenten wahrend der
Wundheilung oder der Entwicklung einer Fibrose [170]. Fibroblasten sind sensitiv fur
mechanische Stimuli und kénnen diese durch Integrine detektieren und in biochemische
Signale umwandeln. Wahrend der Entwicklung einer Fibrose ist vor allem die aV-UE der
Integrine bedeutsam. Die Herunterregulierung dieser Untereinheit inhibiert die Fibrose
in unterschiedlichen Organen, wie etwa der Leber, der Lunge oder den Nieren. Von der
Gruppe um Henderson et al. wurde postuliert, dass TGF durch die Inhibierung der aV-
UE in seiner Aktivitat gestort wird [165]. Es ist bereits bekannt, dass TGFR ein
profibrogenes Zytokin ist, welches die Fibrose in vielen Organen reguliert [135]. TGFf1
kann in Fibroblasten die Expression von aVp3-Integrinen hochregulieren, was unter
anderem Uber die Zelladhasion sowie die Phosphorylierung von FAK und der Src-Kinase

erfolgt [329]. TGFB1 reguliert zudem die Expression des Integrins aVp6, dessen
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Herunterregulierung zu einer weniger ausgepragten Lungenfibrose fihrt [299]. Anhand
der gewonnenen Erkenntnisse sowie bereits existierender Publikationen kann daher
eine Verbindung zwischen der Verhartung des Gewebes, einer Fibrose, und speziell der
Expression der aV-UE der Integrine hergestellt werden. Es ist daher méglich, dass die
aV-UE sowohl einen Einfluss auf die Entstehung der Fibrose als auch auf die damit
einhergehende Stabilisierung der AMPK besitzt.

Die Integrine sind Transmembranproteine, die mit den Proteinen der FAs interagieren
und somit eine Reihe von mechanosensitiven Signalwegen regulieren. Es kann daher
vermutet werden, dass weitere Proteine der FAs an dem Prozess der AMPK-
Stabilisierung beteiligt sind. Einer der bekannten und bereits erforschten Integrin-
Interaktionsproteine ist FAK. Es ist bekannt, dass FAK durch die Interaktion mit der
Integrin-B1-UE die Migration von Fibroblasten wahrend einer Fibrose fordert. Inhibiert
man die Kinase, reduziert sich das fibrotische Gewebe, sowie die Akkumulation von
Kollagen und Fibronektin. Verschiedene Integrine mit aV-UE tragen dabei jedoch nur in
geringem Male bei [486]. Die Herunterregulierung der FAK auf Plastikkulturschalen in
Mausfibroblasten zeigte einen signifikanten Abfall der AMPK-Proteinmenge (Abb. 21).
Die Behandlung mit einem FAK-Inhibitor sowohl auf 50 kPa als auch auf 0,2 kPa Gelen
bestatigte dieses Ergebnis (Abb. 22), da in beiden Fallen eine Destabilisierung von
AMPK zu beobachten war. Wurde der Knockdown sowohl von ltgaV als auch von FAK
in Fibroblasten auf Hydrogelen durchgeflihrt, war der Effekt auf die AMPK-
Proteinexpression auf weicher und auf harter Gelmatrix zu erkennen (Abb. 23). Diese
Ergebnisse zeigen, dass der Effekt von ItgaV und FAK nicht spezifisch flir Zellen auf
hartem Untergrund ist, sondern einen &ahnlichen Einfluss in Zellen auf weichem
Untergrund besitzt. Die beiden Proteine ltgaV und FAK sind demnach unter beiden
Bedingungen fur die Stabilisierung der AMPK notwendig. Dies konnte moglicherweise
an einem Unterschied in der Menge an aktivem FAK und ltgaV liegen. Eine erhohte
Menge an ECM, wie es bei vielen Tumoren der Fall ist, fuhrt zu einer Aktivierung der
Integrine, einer Rekrutierung von FAK und dessen aktivierender Phosphorylierung [246,
326]. Die Vermutung liegt nahe, dass es auf festem Substrat, aufgrund des Einflusses
mechanischer Stimuli zu einer erhdhten Aktivierung der beiden Proteine kommt und
daher auch zu einer erhdhten Stabilisierung der AMPK. Auf weichem Untergrund erfolgt
eine schnellere Destabilisierung der AMPK wegen einer geringeren Menge an FAK und
ItgaV. Anhand der gewonnenen Daten kann daher postuliert werden, dass sowohl ltgaV
als auch FAK eine essentielle Rolle in der Proteinregulation der AMPK spielen. Es ist

jedoch noch ungeklart, ob eine spezifische B-UE in dem Mechanismus beteiligt ist, da

125



DISKUSSION

das Screening keinen signifikanten Effekt durch die Herunterregulation der verwendeten

R-UE auf die AMPK-Proteinexpression zeigte.

Die unterschiedliche Proteinmenge der AMPK ist durch einen verstarkten
Stabilisierungsmechanismus Uber ItgaV und FAK auf festem Untergrund zu erklaren. Es
musste jedoch auch festgestellt werden, ob die geringe AMPK-Menge auf weichem
Untergrund ausreicht, um die normalen Funktionen zu erflillen. Zunachst sollte dabei die
Reaktion auf Upstream-Signale getestet werden. Dazu wurde der Hh-Signalweg auf
unterschiedliche Art induziert. Teperino etal. postulieren eine aktivierende
Phosphorylierung der AMPK durch die Translokation des SMO in das Primarzilium und
den anschlieenden Ca?*-Einstrom. Diese Art der AMPK-Aktivierung kann durch zwei
unterschiedliche SMO-bindende Substanzen erreicht werden, dem Hh-Aktivator SAG
und dem Hh-Inhibitor Cyclopamine [414]. Die Zugabe von SAG und damit die Aktivierung
des kanonische Hh-Signalwegs flihrte sowohl auf 50 kPa als auch auf 0,2 kPa Gelen zu
einer signifikanten Erhdhung der p-AMPK Proteinmenge (Abb. 12). Wurde der Hh-
Aktivator SAG allerdings in Fibroblasten ohne Primarzilium zugegeben, konnte keine
Induktion des Signalwegs stattfinden und es kam somit zu keiner aktivierenden
Phosphorylierung der AMPK bei beiden Hartegraden des Untergrunds. Das Primarzilium
ist das entscheidende Organell zur Signalweiterleitung und Aktivierung des Signalwegs
[21] und die Translokation des SMO in das Zilium ist entscheidend fiir die Ca?'-
abhangige AMPK-Aktivierung. Ein fehlendes Zilium ist daher gleichbedeutend sowohl
mit einer Inhibierung des kanonischen Hh-Signalwegs als auch aller SMO-abhangigen
Effekte, wie der AMPK-Aktivierung. Eine Behandlung mit Cyclopamine hatte einen
ahnlichen Effekt wie SAG, da die Menge an p-AMPK auf 50 kPa und auf 0,2 kPa Gelen
anstieg. Cyclopamine gilt als Inhibitor des Hh-Signalwegs, da es an SMO bindet und
dessen Aktivitdt durch eine Konformationsanderung verhindert [166]. SMO ist aber
dennoch in der Lage, in das Primarzilium zu relokalisieren und beispielsweise den
Einstrom von Ca?* zu initiieren. Cyclopamine kann daher nicht nur als Hh-Inhibitor,
sondern auch als AMPK-Aktivator angesehen werden [414]. Diese Ergebnisse zeigen
deutlich, dass AMPK sowohl auf hartem als auch auf weichem Untergrund noch auf

Stimuli reagiert.

Anhand dieser Daten konnte die Reaktion der AMPK auf dufere Stimuli unter beiden
Hartegraden bestatigt werden, wichtig ist jedoch auch die Funktionalitdt des Proteins
Downstream. Es gibt dabei zwei unterschiedliche Signalwege, die zur Kontrolle der
AMPK-Funktion getestet wurden. Die Kinase kann nicht nur durch den Hh-Signalweg

aktiviert werden, sondern diesen auch negativ regulieren. AMPK ist in der Lage, GLI1
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durch Phosphorylierung zu destabilisieren [99, 252]. GLI1 ist ein entscheidender
Transkriptionsfaktor der kanonischen Hh-Signalkaskade und kann sich in einem
positiven Feedback-Loop selbst regulieren [453]. Wird GLI1 destabilisiert, wirkt sich dies
auf die Expression der Zielgene und ebenso auf die GLI1-Expression aus. In SHHL2-
Zellen auf Hydrogelen wurde der Hh-Signalweg mittels SAG aktiviert und anschlieRend
entweder mit oder ohne den AMPK-Inhibitor Dorsomorphin behandelt. Es wurde
deutlich, dass bei beiden Hartegraden die Inaktivierung der AMPK einen positiven Effekt
auf die GLI1-Expressionsrate besal (Abb. 12). Die Kinase war somit in der Lage, den
Hh-Signalweg auf weichem und hartem Untergrund zu reprimieren. Die Proteinmenge

der AMPK schien demnach keinen Einfluss auf die Funktionalitat zu besitzen.

Ein weiteres Substrat der AMPK ist ACC, das bei Nahrstoffarmut durch die Kinase
phosphoryliert und somit inaktiviert wird [297]. Anhand einer Immunfluoreszenzfarbung
von p-ACC in Fibroblasten auf Hydrogelen konnte gezeigt werden, dass die weiche
Umgebung nicht nur zu einer geringeren Menge an AMPK, sondern auch zu einer
geringeren Menge an p-ACC fihrte (Abb. 13). Der Hartegrad und die damit
zusammenhangende Verringerung des AMPK-Proteins hatte somit auch Einfluss auf
dessen Zielproteine. Dieser Effekt schien jedoch nicht ubiquitar auf alle Substrate der
AMPK zuzutreffen, da beispielsweise kein Einfluss auf eine verringerte Inhibierung der
GLI1-Expression detektiert wurde. Weitere Funktionen der AMPK, wie etwa die Wirkung

auf die Autophagie sollen spater noch genauer diskutiert werden.

6.3 Das Aktinzytoskelett und mechanosensitive Signalwege haben nur

bedingt Einfluss auf die AMPK-Proteinexpression

Die Fibroblasten besaflen auf weicher und harter Gelmatrix eine unterschiedliche
Morphologie, die auf das Aktinzytoskelett zurlickzuflihren war. Das Aktinzytoskelett
selbst bildet unter harten Bedingungen vermehrt Stressfasern aus. Diese bilden ein
Netzwerk aus F-Aktin-Bindeln und Myosin-Il, die vor allem fir Migration, Morphogenese
und Adhasion wichtig sind [306]. Der Auf- und Abbau der Stressfasern steht unter der
Kontrolle von mechanischen Stimuli. Es konnte bereits gezeigt werden, dass AMPK,
aktiviert iber CAMKK2, die Bildung der Stressfasern kontrollieren kann. Wird CAMKK2
inhibiert findet keine aktivierende Phosphorylierung der AMPK statt und es kommt zu
weniger ausgepragten Stressfasern [419, 484]. Eine weitere Verbindung speziell zur
Aktivierung von AMPK Uber Aktin konnte von Vu et al. gezeigt werden. Sie fanden

heraus, dass eine Zerstorung der F-Aktin-Fasern durch Cytochalasin D speziell in
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Muskelzellen die Relokalisation von LKB1 und somit die Aktivierung von AMPK inhibiert
[439]. Es ist daher wahrscheinlich, dass auch das Aktinzytoskelett am
Stabilisierungsmechanismus der AMPK beteiligt ist. Um dies zu Uberprifen, wurden
Fibroblasten mit unterschiedlichen Aktinmodulatoren behandelt. Sowohl der Myosin-II-
Inhibitor Blebbistatin, welcher vor allem fiir die Ausbildung der Stressfasern wichtig ist
und Cytochalasin D hatten keinen Effekt auf die AMPK-Proteinexpression (Abb. 15).
Dies wurde sowohl auf Plastikkulturschalen als auch auf den 50 kPa und 0,2 kPa Gelen
beobachtet. Es wurde in dem Experiment zwar nicht der Einfluss auf die Aktivierung der
AMPK uberpruft, jedoch konnte in einem friheren Experiment eine Aktivierung auf den
Hydrogelen beider Hartegrade bestatigt werden (Abb. 12A/B). Lediglich die Menge an
aktivem AMPK unterschied sich, was auf den Unterschied an Gesamt-AMPK
zurtckzufuhren war. Somit wurde in dieser Arbeit keine Verbindung zwischen der AMPK-
Proteinmenge zu dem Aktinzytoskelett nachgewiesen.

Das Aktinzytoskelett selbst schien demnach nicht an der Signalkaskade zur Regulierung
der AMPK auf unterschiedlichen Hartegraden beteiligt zu sein, jedoch war ein Effekt von
Signalwegen, die durch das Aktinzytoskelett reguliert werden, nicht auszuschlie3en.
Eines der bekanntesten ist dabei der MKL1/SRF-Signalweg. Durch vermehrtes F-Aktin
wird der transkriptionelle Koaktivator MKL1 aktiviert und relokalisiert in den Nukleus. Dort
interagiert es mit dem Transkriptionsfaktor SRF und es kommt zur Expression von
Zielgenen [286]. Einer dieser Zielgene ist a-SMA, welches einen grofRen Teil zur
Verhartung der ECM beitragt [185]. Es entsteht daher ein Feedback-Loop zwischen der
Aktinpolymerisierung und dem MKL1/SRF-Signalweg, in dem unter anderem SRF-
Zielgene wie a-SMA oder Rnd3 beteiligt sind [335]. Da das Aktinzytoskelett in Zellen auf
hartem Untergrund vermehrt polymerisiert und somit auch den MKL1/SRF-Signalweg
aktiviert, ist eine Beteiligung an der Stabilisierung der AMPK maoglich. Eine
Herunterregulierung sowohl von MKL1 als auch von SRF in Fibroblasten zeigte jedoch
keinen Effekt auf das AMPK-Protein (Abb. 17). Es wird somit deutlich, dass der
Hartegrad zwar Einfluss auf das Aktinzytoskelett und auch auf Aktin-abhangige Proteine
und Signalwege besitzt, es jedoch keine nachweisliche Verbindung zur Stabilisierung
der AMPK gibt.

Neben dem Aktinzytoskelett und damit verbundenen Proteinen wie MKL1 sind auch die
mechanosensitiven Proteine YAP und TAZ an der Regulation von AMPK beteiligt. Die
beiden Proteine relokalisieren nach Aktivierung, z. B. durch erhbhte Zelldichte oder
verhartete ECM in den Nukleus, um dort als Koaktivatoren zusammen mit den TEAD-
Transkriptionsfaktoren die Expression von Zielgenen zu regulieren [106]. Diese

Veranderung der Lokalisation konnte auch durch die Detektion von YAP mittels
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Immunfluoreszenzfarbung in Fibroblasten auf den Hydrogelen beobachtet werden
(Abb. 16). Es war eine vermehrte Akkumulation von YAP im Nukleus der Zellen auf
hartem Untergrund zu erkennen. YAP und TAZ sind dafir bekannt, vor allem bei
Zellwachstum und Differenzierung eine Rolle zu spielen, jedoch gibt es bereits einige
Hinweise auf eine Verbindung zum Zellmetabolismus [227]. Aktives YAP férdert unter
anderem die Glykolyse [489], den Glutaminmetabolismus [469] und die mitochondrale
Biogenese [302]. Es ist noch keine Regulation der AMPK Uber YAP und TAZ bekannt,
die Regulation erfolgt eher in die andere Richtung: AMPK kann bei Stresssignalen YAP
am Ser94 phosphorylieren und damit dessen Interaktion mit den TEAD-
Transkriptionsfaktoren inhibieren [291]. AMPK selbst besitzt demnach eine inhibitorische
Funktion auf die Koaktivatoren YAP und TAZ. Es konnte jedoch in einigen Publikaitonen
gezeigt werden, dass die Translokation und die Aktivierung von YAP durch mechanische
Stimuli Gber Integrine und FAK induziert wird [181, 234]. Daher ist es moglich, dass der
entscheidende Faktor nach der Stimulierung von ItgaV und der Signalweiterleitung tber
FAK der Koaktivator YAP ist. Durch eine Herunterregulierung von YAP und TAZ in
Fibroblasten auf weichem und hartem Untergrund konnte gezeigt werden, dass die
beiden Proteine zum Erhalt der AMPK-Proteinmenge notwendig sind. Jedoch wurde
dabei auch eine verringerte Proteinmenge des Gegenspielers mTOR detektiert. Es ist
bereits bekannt, dass der Hippo-YAP-Signalweg im Zusammenhang mit mTOR die
Organgrolie reguliert [89]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von YAP
Uber FAK zu einer verstarkten mTOR-Aktivitat fihrt [181]. Demnach wurde eine
Interaktion von YAP und mTOR bereits in einigen Publikationen bestatigt. Der
untersuchte Mechanismus der Stabilisierung von AMPK Uber ItgaV und FAK scheint
jedoch die mTOR-Proteinexpression nicht zu beeinflussen. Die Herunterregulierungen
von YAP oder TAZ hat zwar einen Einfluss auf AMPK, jedoch auch auf mTOR. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass der Effekt auf AMPK Uber YAP/TAZ auf andere

Art erklart werden muss, als durch die Regulierung Gber ItgaV-FAK.

6.4 Ein fester Untergrund rekrutiert AMPK an die fokalen Adhasionen

Der Mechanismus der Stabilisierung der AMPK in Zellen auf hartem Substrat funktioniert
Uber die FA, genauer den Integrinen und der FAK. Ob AMPK allerdings direkt mit FAK
und/oder dem Integrinkomplex interagiert oder ob weitere Proteine, Proteinkomplexe
oder Organellen zwischengeschaltet sind, ist noch ungeklart. Die Kinase besitzt keine
definierte Lokalisation innerhalb der Zelle. Sie ist in der Lage, im Nukleus oder auch an

die Membranen verschiedener Organelle rekrutiert zu werden, dabei spielt unter
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anderem die Myristoylierung der -UE eine Rolle [311]. AMPK kann dabei unter anderem
mit dem Lysosom, den Mitochondrien, dem Nukleus, dem Endoplasmatischen Retikulum
oder dem Golgi assoziiert werden [65]. Es gibt wenige Publikationen, die AMPK mit FAs
in Verbindung bringen. Durch Massenspektrometrie des Integrin-Adhasoms aus
Mausfibroblasten konnte neben einer Vielzahl von Proteinen auch AMPK schwach
detektiert werden [177]. Dies gibt einen ersten Hinweis darauf, dass AMPK auch an den
FAs lokalisieren kann. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die Formierung von
Stressfasern nach mechanischen Stimuli unter anderem von CAMKK2 an den FA
reguliert wird. Diese Kinase aktiviert AMPK an den FA, welches anschlieRend Uber
VASP die Polymerisierung von F-Aktin und somit die Bildung von Stressfasern inhibiert
[419]. Die FA bestehen aus einer Vielzahl von Proteinen, darunter auch Paxillin. Paxillin
ist ein essentielles Protein der FA, welches unter anderem auch mit FAK oder Src
interagieren kann. Die aktivierende Phosphorylierung dieses Proteins wird durch
Wachstumsfaktoren oder Integrin-Aktivierung geférdert und fihrt zur Rekrutierung und
Interaktion verschiedenster FA-Proteine [424]. In einem Kolokalisationsexperiment
wurde sowohl endogenes p-Paxillin mit einem fluoreszierenden Antikorper sowie
Paxillin-mCherry im Zusammenhang mit Prkaa1-GFP mittels
Immunfluoreszenzaufnahmen untersucht (Abb. 24). Es war eine deutliche Kolokalisation
des FA-Proteins Paxillin sowie Prkaa1 an den Zellmembranen zu erkennen. Behandelte
man die Fibroblasten allerdings mit dem ItgaV-Inhibitor CWMH-12, verschwand diese
Kolokalisation und das Prkaa1 war im Zytoplasma verteilt. Die Inhibition von ltgaV ist mit
einem weichen Untergrund gleichzusetzen, daher wurde die Lokalisation von Prkaa1-
GFP in Fibroblasten auf 0,2 kPa und 50 kPa Hydrogelen untersucht. Hierbei konnte
ebenfalls eine punktuelle Verteilung auf hartem Untergrund, jedoch eine diffuse
zytoplasmatische Verteilung auf weichem Untergrund festgestellt werden (Abb. 25).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AMPK nur in hartem Gewebe an die FAs
rekrutiert wird, wahrend auf weichem Substrat eine solche Lokalisation ausbleibt. Ob
diese Relokalisierung im Zusammenhang mit der Stabilisierung steht, ist allerdings noch

nicht vollstandig aufgeklart.

6.5 Der AMPK-Stabilisierungsmechanismus findet auch in PDAC-
Stromazellen statt

Die Stabilisierung von AMPK auf hartem Untergrund tber ItgaV und FAK wurde zunachst
in Mausfibroblasten untersucht. Die Verhartung von Geweben ist jedoch typisch fir viele

Tumorarten, wie auch dem Pankreaskarzinom. Die aktiven Sternzellen sind dabei
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verantwortlich fur die Sekretion vieler Komponenten des exzessiven Stromas im
Pankreaskarzinom. Der Effekt von weichem und hartem Untergrund auf das AMPK-
Protein wurde daher zusatzlich in humanen und murinen PSCs sowie in den isolierten
CAF Primarzellen untersucht. Es ist bis heute noch nicht vollstandig erforscht, ob AMPK
eine pro- oder eine antitumorigene Wirkung besitzt. In den Tumorzellen des PDAC kann
es unter anderem den Transkriptionsfaktor FOXO3A aktvieren, welcher Anoikis induziert
und somit den Tumorwachstum verhindert [303]. Zudem fuhrt eine Aktivierung von
AMPK durch Metformin in PDAC zu einer geringeren Produktion von fibrogenischen
Zytokinen durch die Tumorzellen sowie zur Inhibition der PSC-Aktivierung [105]. AMPK
gilt zudem als negativer Regulator des Warburg-Effekts, welcher vor allem flr die
Proliferation der Tumorzellen entscheidend ist. Das Protein hat somit einen Einfluss auf
die Tumorentwicklung durch Inhibition essentieller, metabolische Signalwege [115]. Im
Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie jedoch gezeigt, dass ein Basallevel an
AMPK in einer Pankreaskarzinom-Zelllinie nétig ist, um den Nahrstoffausgleich zu
sichern und somit das Tumorwachstum zu fordern [213]. Eine verstarkte Aktivierung der
AMPK konnte zudem im Stroma, speziell von soliden Tumoren, nachgewiesen werden,
da hier durch das hypoxische Milieu dennoch der Energiehaushalt der Zelle erhalten
werden muss [235]. Nach der Analyse der unterschiedlichen PSC-Zelllinien mittels
Western-Blot war zu erkennen, dass ahnlich den Fibroblasten die AMPK-Proteinmenge
in PDAC-Stromazellen auf hartem Untergrund erhdéht war (Abb. 28). Dieser Effekt spielte
sich ebenfalls nur auf Proteinebene, nicht aber auf Transkriptebene ab. Ein groRRer Teil
der Literatur Uber die Aktivitdt von AMPK in den PDAC-Tumorzellen beschreibt eine
supprimierende Wirkung [105, 303, 461]. Die Expression und Aktivitat von AMPK in den
PDAC-Stromazellen ist dagegen seltener beschrieben, so dass es moglich ist, dass

AMPK eine duale Rolle in den Tumorzellen und den Stromazellen besitzt.

Der Knockdown der beiden Proteine ItgaV und FAK auf Plastikkulturschalen flhrte
ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der AMPK-Proteinmenge, vergleichbar mit
dem Effekt in MEFs (Abb. 29). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der
Stabilisierungsmechanismus auf hartem Untergrund tber ItgaV und FAK nicht nur in
normalen Mausfibroblasten, sondern auch in den Sternzellen des pankreatischen
Tumorstromas stattfindet. In PDAC-Tumorzellen sind FAK und p-FAK verstarkt
exprimiert, da sie Uber Kinase-abhangige und -unabhangige Signalwege das
Tumorwachstums, die Zellmotilitat [288], die Invasion [380], das Uberlebens und den
EMT-Prozess [251] regulieren und férdern [404]. Da FAK zudem fir das fibrotische und
immunsupprimierende Stroma des PDAC essentiell ist, steht eine erhdhte Expression

von FAK in direktem Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose [404]. FAK und
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p-FAK flhren wegen ihrer erhdhten Expression in Krebszellen zu einer verstarkten
Produktion von Kollagen im TME [207]. Es konnte daher eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression von FAK und der Grofe von PDAC beobachtet werden [125].
Es gibt eine Reihe von Publikationen, die den Effekt der FAK-Expression in Krebszellen
auf das Tumorwachstum und das Stroma beschreiben. Der Effekt von FAK in den CAFs
ist dagegen weniger untersucht. Es besitzt einen Einfluss auf die Foérderung der
Migration und Metastasierung des Tumors durch CAFs [454]. Jedoch gibt es auch eine
aktuelle Publikation von Demircioglu et al., die eine reduzierte Expression von FAK
speziell im Tumorstroma mit einer geringeren Uberlebensrate der Patienten assoziieren
[96]. Es wird dabei deutlich, dass eine erhéhte Proteinmenge der FAK in CAFs einen
negativen Effekt auf die Tumorgenese besitzt, jedoch wird in der Studie nicht auf den
Aktivierungszustand des Proteins eingegangen. Es ist daher méglich, dass eine geringe,
dabei jedoch aktive Menge an FAK fir die Stabilisierung der AMPK in den Stromazellen
ausreicht. In den Krebszellen konnte zudem bereits ein Zusammenhang zwischen FAK
und AMPK hergestellt werden. Die Aktivitdt speziell von mitochondrialer AMPK kann
Uber FAK/Src und dem Prozess der Mechanotransduktion erhéht werden [148, 395]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fir die Hypothese, dass auch in den Stromazellen
eine ahnliche Verbindung zwischen FAK und AMPK besteht. Die Aktivierung von FAK
durch die verstarkte ECM und die Integrine flihrt zu einer Stabilisierung der AMPK in
PDAC-CAFs.

Die Integrine sind wahrend der Adhasion, des Wachstums, der Migration und der
Differenzierung von Zellen hochreguliert. Dies sind Prozesse, die auch wahrend der
Tumorentwicklung wichtig sind. Im Ovarialkarzinom beispielsweise konnte bereits eine
Uberexpression der aV-Integrine nachgewiesen werden [436, 445]. In vielen
Karzinomen ist die erhdhte Expression von avB6-Integrinen essentiell, da sie unter
anderem mit der ECM-Komponente Fibronektin interagieren und auflerdem TGFR1
aktivieren, ein Wachstumsfaktor, der entscheidend fiir die Zusammensetzung und
Menge an ECM ist. Diese Uberexpression fordert die Tumorentwicklung und flhrt zu
einem aggressiveren Phanotyp [162]. Ein weiteres aV-Integrin, das av35, ist im PDAC
vor allem im Zusammenhang mit dem EGF-Rezeptor und der Src-Kinase entscheidend
fur die Migration und demnach die Metastasierung [353]. In dieser Arbeit konnte durch
die Analyse von Farbungen des ItgaV in PDAC-Gewebeschnitten aus o6ffentlichen
Datenbanken eine verstarkte Expression von ltgaV in ECM-reichen Stromazellen
detektiert werden. Dabei wurde eine hohe Menge an Kollagen im Stroma mit einem
harten Gewebe gleichgesetzt. Zudem konnte anhand einer Datenbank-Analyse eine

Kaplan-Meyer-Kurve erstellt werden, welche eine Korrelation zwischen einer verstarkten
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ItgaV-Expression und einer schlechteren Prognose von PDAC herstellte. Dies legt nahe,
dass die aV-UE in verschiedenen Tumorarten entscheidend fur die verstarkte ECM-
Produktion sowie die damit zusammenhangende Tumorgenese ist. Eine verstarkte
Expression von ltgaV in ECM-reichen Regionen kann daher zu einer verstarkten
Aktivierung von FAK und somit zu einer Stabilisierung der AMPK im PDAC-Stroma
fihren. Diese Hypothese konnte durch eine Farbung des AMPK-Substrates p-ACC in
humanen PDAC-Gewebeschnitten nachgewiesen werden. Auch hier besalien die
Stromazellen in kollagenreicheren Geweben eine verstarkte Expression von p-ACC und

somit eine verstarkte Aktivierung der AMPK.

Zusammenfassend ist daher anzumerken, dass in verhartetem PDAC-Stroma die
AMPK-Proteinexpression in CAFs erhoht ist. Diese Proteinzunahme erfolgt aufgrund
einer verstarkten Expression und Aktivierung des ItgaV durch vermehrte ECM im Stroma
und damit zusammenhangend zu einer verstarkten Rekrutierung und Aktivierung von
FAK. Diese beiden Komponenten fihren Uber eine noch nicht vollstandig untersuchte

Signalkaskade zu einer Stabilisierung der AMPK.

6.6 Die erhohte Autophagierate im kanzerogenen Stroma beeinflusst
Tumorzellproliferation und Uberleben

Der Prozess der Autophagie besitzt im PDAC eine duale Rolle. Im Gegensatz zu
gesundem pankreatischem Gewebe ist die Autophagierate im PDAC deutlich erhéht
[332]. Einige Forschergruppen konnten zeigen, dass die erhéhte Autophagierate die
Tumorgenese fordert und in Korrelation mit einer schlechteren Patientenprognose steht
[122]. Der Prozess der Autophagie erhoht dabei das Tumorzellwachstum und vermindert
die Wirkung einiger Krebstherapien [156, 470]. Dazu gehéren Immun-Checkpoint-
Inhibitoren, da durch Autophagie MHC-Klasse-I-Molekile abgebaut werden und somit
weniger Angriffsflache fir das Immunsystem und damit verbundene Therapien bietet
[465]. Im Gegensatz dazu haben Mukubou et al. gezeigt, dass Autophagie die Wirkung
von Gemcitabin bei der PDAC-Behandlung erhéht. Durch die Inhibition der Autophagie
wurde ein geringerer Krebszelltod detektiert [296]. Es gibt daher sowohl tumorférdernde
als auch tumorsupprimierende Effekte der Autophagie im PDAC. Diese Befunde
beziehen sich jedoch lediglich auf die Tumorzellen, nicht aber auf das Stroma. Es wurde
jedoch bereits festgestellt, dass die Tumorzellen Autophagie in den Stromazellen,
speziell den PSCs, fordern kénnen. Dies flihrt zur Sekretion von Faktoren welche

wiederum den Metabolismus der Tumorzellen unterstiitzen [393]. AMPK gilt als Aktivator
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des Autophagie-Prozesses zur Erhaltung des Energielevels der Zelle. Die Verhartung
des Gewebes und damit die erhdhte Menge an AMPK kdnnte demnach einen Einfluss
auf die Autophagierate der PSCs besitzen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
geringeres Level an LC3, einem der bekanntesten Autophagiemarker, in PSCs auf
weichem Untergrund detektiert (Abb. 31). Eine Immunfluoreszenzfarbung sowie eine
EM-Aufnahme bestéatigten eine verstarkte Autophagierate in Zellen auf hartem
Untergrund (Abb. 33), da die Autophagosomen dort signifikant groRer waren. Die
Autophagie der PSCs fuhrt zu einer Sekretion wichtiger Faktoren flr Tumorzellen, was
wiederum zu einer Forderung des Tumorwachstums flhren koénnte. Ein Kokultur-
Experiment zeigte, dass Tumorzellen ein starkeres Wachstum auf hartem, aber nicht auf
weichem Untergrund besallen, wenn sie zusammen mit PSCs kultiviert wurden
(Abb. 35). Ein Zusammenhang des verbesserten Wachstums mit der Autophagierate der
PSCs konnte zudem durch die Inhibition mit Bafilomycin A1 hergestellt werden. Nach
der Behandlung mit dem Autophagie-Inhibitor war der wachstumsfordernde Effekt
nahezu vollstandig aufgehoben und kein Unterschied zwischen hartem und weichem
Untergrund detektierbar. Die schematische Darstellung in Abbildung 40 zeigt ein Modell
fur den Mechanismus der Erfassung einer veranderten Gewebeharte bis zu der daraus
resultierenden Férderung des Tumorwachstums. Die Tumorzellen selbst fihren zu einer
Aktivierung der PSC-Zellen innerhalb des PDAC-Stromas. Diese Aktivierung férdert die
exzessive Expression von ECM-Komponenten, wie etwa Kollagen und Fibronektin. Eine
folgende Verhartung des Gewebes wird schliellich von ltgaV detektiert und fihrt zu
einer Rekrutierung und Aktivierung von FAK und weiteren FA-assoziierten Proteinen.
Die Kinase AMPK wird nun ebenfalls an die FAs relokalisiert und Uber einen noch
unbekannten Mechanismus, welcher FAK beinhaltet, stabilisiert. Die erhdéhte Menge an
AMPK und p-AMPK fluhrt schlieBlich zu einer erhéhten Autophagierate. Dies endet
schlieBlich in der Sekretion von Proteinen oder anderen Faktoren, die zu einer
Modulierung des Tumormetabolismus und somit dessen Proliferation fihren. Auf
weichem Gewebe dagegen wird ItgaV nicht aktiviert, da nur geringe Mengen an ECM
vorhanden sind. Es kommt zu keiner Rekrutierung und Stabilisierung der AMPK und
somit wird die Kinase proteasomal abgebaut, ohne Auswirkung auf die Autophagierate

Zu besitzen.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung des erhéhtem Tumorzellwachstums induziert
durch verstarkte Gewebeharte. Links: PSCs im Stroma werden durch I6sliche Faktoren (z.B.
Wachstumsfaktoren, Zytokine, etc.) der Tumorzellen aktiviert und exprimieren verstarkt ECM-
Komponenten (1). Die erhdhte Gewebeharte fihrt zur Aktvierung von ltgaV, der Rekrutierung von
FAK und somit einer Stabilisierung der AMPK. Die Abbaurate von AMPK Uber das Proteasom
verringert sich und die aktive Kinase erhoht die Autophagierate innerhalb der PSC-Zelle. Dies
fuhrt zu einer vermehrten Sekretion von Proteinen und lI6slichen Faktoren, welche die
Tumorzellproliferation anregen. Rechts dargestellt sind die PSCs unter weichen Bedingungen.
Die Aktivierung des ltgaV Uber ECM-Komponenten findet kaum statt. Es kommt zu einer
geringeren Stabilisierung der AMPK und somit zu deren schnellerem proteasomalen Abbau, was
eine Erhéhung der Autophagierate verhindert.

Diese Befunde wurden schliel3lich mit ItgaV-Knockout-PSCs bestatigt. Ein Fehlen des
Integrins inhibierte die Signalkaskade zur Stabilisierung der AMPK und in Kokultur mit
Tumorzellen blieb der wachstumsfordernde Effekt aus (Abb. 36). Dieses Ergebnis
bestatigte eine Beteiligung des ItgaV und damit der vollstdndigen
Stabilisierungsmaschinerie. Ein Xenograft-Modell zum Vergleich des Tumorwachstums
mit Wildtyp-PSCs und den Knockout-PSCs in Mausen verifizierte noch einmal, dass die
Hypothese des verstarkten Tumorwachstums in Ko-Kultur mit Stromazellen auch in vivo
vorhanden ist (Abb. 37). In den Mausen konnte ebenfalls ein deutlich schnelleres
Tumorwachstum mit Wildyp-PSCs detektiert werden, wahrend es mit den Knockout-
PSCs ausblieb.

Die Gruppe um Sousa et al. konnte bereits zeigen, dass PSCs Uber die Autophagie-
Maschinerie Aminosauren wie etwa Alanin sekretieren. Dies hat einen Einfluss auf den
Metabolismus der Tumorzellen [325, 393]. Es ware moglich, dass die erhdhte

Autophagierate Uber ItgaV-FAK-AMPK in festem Gewebe auch zu einer vermehrten
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Ausschittung von Alanin und daher zu einem verbesserten Tumorwachstum fihrt. Eine
Analyse der Alaninkonzentration in den PSC-Uberstanden zeigte eine geringfligig
erhohte Alanin-Ausschittung von Zellen auf harter Unterlage (Abb. 38). Ein Rescue-
Assay durch Zugabe von L-Alanin auf weichem Untergrund bestatigte jedoch, dass die
Alaninkonzentration keinen Einfluss auf das unterschiedliche Wachstum der
Tumorzellen in Kokultur mit PSCs auf den Hydrogelen besalen. Es schien vielmehr so,
dass es sich bei den wachstumsfoérdernden Substanzen um Proteine handelte, da der
fordernde Effekt nach Aufkochen der Uberstdnde und der damit verbundenen
Degradation der Proteine vollstandig verschwunden war. Worum es sich bei den
wachstumsférdernden Proteinen oder Substanzen handelt, die durch Autophagie von
den PSCs sekretiert werden, ist daher noch unklar. Alanin scheint jedoch eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen. Vielmehr deuten die Ergebnisse daraufhin, dass die
erhohte Autophagierate in PSCs auf hartem Gewebe zu einem verbesserten Uberleben
der Zellen fGhrt. Mit Bafilomycin A1 behandelte PSCs auf Hydrogelen starben unter
weichen Bedingungen deutlich schneller als unter harten Bedingungen (Abb. 39). Die
Signalkaskade Uber ItgaV-FAK-AMPK die zur erhéhten Autophagie flhrt, scheint
demnach nicht nur den Tumorzellen, sondern auch den Fibroblasten selbst zu einem
verbesserten Uberleben zu verhelfen. Dieses Experiment gibt erste Hinweise darauf,
dass die IltgaV-FAK-AMPK-Kaskade moglicherweise nicht zu einer erhohten
Proliferation, sondern lediglich zu einem verbesserten Uberleben fiihrt. Es miissen
jedoch noch weitere Experimente zur Validierung dieser Hypothese durchgeflihrt

werden.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Verhartung des Gewebes
wahrend der PDAC-Progression das Wachstum der Tumorzellen fordert. Dies wird durch
eine verstarkte Autophagierate der Stromazellen induziert, die daraufhin vermehrt
Proteine und I0sliche Faktoren sekretieren. Der Prozess der Autophagie kann durch
AMPK reguliert werden, welche wiederum wird Uber die mechanosensitiven Proteine
ItgaV und FAK stabilisiert wird. Wahrend dieser Arbeit konnte somit ein wichtiger Aspekt

der Tumor-Stroma-Interaktion im PDAC aufgedeckt werden.

6.7 Ausblick und mogliche Therapieansatze

Die méglichen Therapieansatze fur PDAC sind vielfaltig und variieren wegen der starken
Heterogenitat und dem Stadium des Tumors. Das Tumorstroma ist dabei eine effektive

Barriere gegen Therapeutika, wie etwa Paclitaxel [352]. Es gibt bereits eine Vielzahl von
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Behandlungen, die sich speziell gegen das Tumorstroma richten. Ein Beispiel ist
PEGPH20, welches sich gegen die Hyaluronsaure der ECM richtet und in Kombination
mit FOLFIRINOX in klinischen Studien angewendet wurde, sich jedoch als toxisch erwies
[346]. Des Weiteren gibt es ein Therapeutikum, TH-302, welches durch Hypoxie aktiviert
wird und sich bereits in Phase |l befindet, sowie ein Analog von Vitamin D, welches
ebenfalls in klinischen Studien getestet wird und zur Remodellierung des Stromas fuhrt
[279]. Der in dieser Arbeit beschriebene Mechanismus, mit dem Tumorwachstum oder
das Uberleben der Tumorzellen iber AMPK durch eine verhartete ECM geférdert wird,
koénnte dabei ein wichtiger Ansatzpunkt sein. Die Kinase FAK ist entscheidend fiir den
Schutz vor dem Immunsystem in vielen Tumorarten, da es unter anderem auch an der
Bildung der exzessiven Fibrose beteiligt ist [207]. Es gibt bereits FAK-Inhibitoren, wie
etwa PF-562,271, die in Mausen eine Reduktion der PDAC-Tumorgrdfie und Invasion
zur Folge hatten [399]. Zudem gibt es FAK-Inhibitoren, wie VS-4718, die bereits in
klinischen Studien getestet wurden [279]. Auch die Inhibition der Autophagie als Resultat
des AMPK-Stabilisierungsmechanismus wurde bereits getestet. Autophagieinhibitoren,
wie Hydroxychloroquin, zeigen nur eine wenig effektive Behandlungsmoglichkeit von
PDAC, da das Tumorwachstum selbst kaum inhibiert wird. Dies kann unter anderem an
der dualen Rolle der Autophagie in Tumoren liegen. Die Kombination mit weiteren
Inhibitoren, wie etwa des RAF-MEK-ERK-Signalwegs steigert die Wirkung von
Hydroxychloroquin deutlich [46]. Anhand der vorliegenden Ergebnisse ware ein
moglicher Therapieansatz eine Kombination aus Autophagieinhibitor sowie FAK-, ItgaV-
oder AMPK-Inhibitor. Da es sich bei AMPK und FAK jedoch um essentielle Proteine
handelt, die auch in gesundem Gewebe von entscheidender Bedeutung sind, ware
hdchstwahrscheinlich mit starken Nebenwirkungen zu rechnen. ItgaV dagegen wird
deutlich verstarkt in Tumoren und fibrotischem Gewebe exprimiert und ist somit das
bessere therapeutische Ziel. Es gibt bereits eine Reihe von Integrin-Inhibitoren, welche
sich in klinischen Studien befinden, wobei vor allem aVB1/aVB6-Inhibitoren von
Interesse sind. Es konnte sowohl gezeigt werden, dass sie Fibrosen in Leber und Lunge
abschwachen, als auch damit zusammenhangend Einfluss auf den TGF(3-Signalweg
besitzen. Die aVB1/aVp6-Inhibitoren IDL-2965 und PLN-74809 befinden sich dabei

schon in Phase Il der klinischen Studien [90].

Es ist dennoch anzumerken, dass der Mechanismus zur Stabilisierung der AMPK in
Zellen auf hartem Gewebe noch nicht vollstandig aufgedeckt wurde. Es ist im Moment
nicht méglich zu sagen, welche weiteren Proteine oder auch Organelle an der
Signalkaskade beteiligt sind. Wie bereits erwahnt, kénnte eine Ubiquitinligase von

Bedeutung sein oder weitere Teile der FA. Es wurde zwar gezeigt, dass die erhdhte
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AMPK-Menge auf hartem Untergrund die Autophagierate sowie die Phosphorylierung
des ACC beeinflusst, da AMPK jedoch ein Protein mit vielen Funktionen ist, kdnnte es
noch weitere Effekte in der Zelle geben, die schlieRlich auch Einfluss auf die Tumorzellen
haben kénnten. Zudem muss der Einfluss der PSCs und deren erhéhte Autophagierate
auf die Tumorzellen noch in gréerem Detail Gberprift werden. Es ist noch unklar ob die
erhohte Autophagie zu einer verstarkten Proliferation der Tumorzellen, zu einem
besseren Uberleben der PSCs oder beidem fiihrt. Zudem muss analysiert werden,
welche Proteine, Signalmolekile oder Faktoren Uber die ltgaV-FAK-AMPK-Autophagie-
Kaskade von den PSCs fur das erhéhte Tumorwachstum sekretiert werden und wie man
dieses Wissen fur therapeutische Zwecke nutzen kann. AbschlieRend kann jedoch
hervorgehoben werden, dass der in dieser Arbeit erforschte Mechanismus ein besseres
Verstandnis fur die Tumor-Stroma-Interaktion liefert und womdglich nach
weiterflihrenden Untersuchungen als Therapieansatz gegen PDAC verwendet werden

kann.
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Erdbeschleunigung, 9,81 ms=

181



VERZEICHNISSE

Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
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clustered reqularly interspaced short palindromic repeats
Cell Signaling Technology

connective tissue growth factor
4'.6-Diamidin-2-phenylindol
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epidermal growth factor

extracellular signal-requlated kinase
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extrazellulare Vesikel

Ellis-van Creveld syndrome protein

fokale Adasionen

fokale Adhasionskinase
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FOXO
G1
GAS1
GFAP
GFP
GLlI
GLUD1
GLUT
GNAS
GOT1
GPCR
GPR161
G-protein
GSK3p
GSN
GTP
GYS

h

H20
HCC
HCI
HDACS5
HF

Hh

HIF
HMG
HMGCR
HOPS
HPLC
HRP
HSC
HSP70
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m

MAP
MAPK
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inflammatory CAF

intercellular adhesion molecule
Intraflagellar transport

insulin-like growth factor 1
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Interleukin
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Integrin aV
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Janus kinase

Japan
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Metastasen

mouse
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MEK
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MFF
MHC
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MIM
MKLA1
mLST8
MMP
MRI
MST1/2
mTOR
myCAF
N

NA
NaCl
NF-kB
NL

NLS
NRF-1
p

P/S

Pa
PAGE
PanIN
PAS
PCR
PDAC
PDE4
PDGFR
PECAM
PEI
PEST
PFK
PFKFB3
Pfn

mouse embryonic fibroblast
mitogen-activated protein kinase kinase
MAP kinase/ERK kinase

mitochondrial fission factor

major histocompatibility complex
ligand-binding metal ion-dependent adhesion site
missing in metastasis
megakaryoblastic leukemia 1
mammalian lethal with Sec13 protein 8
matrix metalloproteinase
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macrophage stimulating 1/2
mechanistic target of rapamycin
myofibroblast-like CAF
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nascent adhesions
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nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

Niederlande

nuclear localization signal

nuclear respiratory factor-1

phospho

Penicillin-Streptomycin

Pascal
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polymerase chain reaction

pancreatic ductal adenocarcinoma
Phosphodiesterase 4
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platelet endothelial cell adhesion molecule
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6-phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase 3
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PGC1a
pH
PI(3)P
PI3K
PIKK
PKA
PKC
PLB
PLEKHM1
PRKAA
PSC
PTCH
Ptk2
PVDF
RAB
RAC1
RACK1
RAG
RAPTOR
rel.

RFP
RHAMM
RHEB
RICTOR
RNA
Rnd3
ROCK
ROS

RT
RT-gPCR
s

S6K1
SAG
SANT
SD

SDF
SDS

peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a
pondus Hydrogenii

class Ill phosphatidylinositol 3-phosphate
phosphoinositide 3-kinase

phosphatidylinositol kinase-related kinase

protein kinase A

protein kinase C

passive lysis buffer

pleckstrin homology domain containing protein family member 1
protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha
pancreatic stellate cell

Patched

protein tyrosine kinase 2

Polyvinylidenfluorid

Ras-associated binding

Rac family small GTPase 1

receptor of activated protein C kinase 1
recombination-activating genes

regulatory protein associated with mTOR

relativ

red fluorescence protein

receptor for hyaluronan mediated motility

RAS homolog enriched in brain

rapamycin insensitive companion of mTOR
ribonucleic acid

Rho family GTPase 3

Rho-associated coiled-coil kinase

reactive oxygen species

Raumtemperatur

reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction
sense

ribosomal protein S6 kinase beta-1

Smoothened Agonist

Smoothened Antagonist

Standardabweichung

stromal cell-derived factor 1

sodium dodecyl! sulfate
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SGK
SHH
SHHL2
siRNA
SIRT1
SMA
SMO
SOC
SPARC
SPOCK1
SREBP
SRF
STAT
SUFU
T

TAE
TAM
TAN
TAZ
TBST
TEAD
TEF
TEMED
TGF
TIAM1
TIL
TIMP
TME
Treg
TRK
TSC2
UE
UK
ULK
USA
uv

v. Chr

serum/glucocorticoid-regulated kinase

sonic Hedgehog

sonic hedgehog light 2

small interfering RNA

Sirtuin-1

smooth muscle actin

Smoothened

super optimal broth

secreted protein acidic and rich in cysteine
SPARC/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan 1
sterol regulatory element-binding protein
serum response factor

signal transducer and activator of transcription
suppressor of fused homolog

Tumor

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

tumor-associated macrophages
tumor-associated neutrophils

transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
Tris-buffered saline with Tween20

TEA Domane

transcription enhancer factor
Tetramethylethylenediamine

transforming growth factor

T-lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1
tumour-infiltrated lymphocytes

tissue inhibitors of metallorpoteinases

tumor microenvironment

regulatorische T-Zellen

Tropomyosin receptor kinase

Tuberous sclerosis complex 2

Untereinheit

Vereinigtes Konigreich

Unc-51 like autophagy activating kinase
United States of America

Ultraviolett

vor Christus
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VEGF vascular endothelial growth factor

VPS vacuolar protein sorting

YAP yes-associated protein 1

a alpha

al-Domane a inserted Doméne

B beta

B-TrCP beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase
Y gamma

K kappa
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9. Anhang

9.1 Erganzende Abbildungen

Abbildung E1: Plasmidkarten. (A) Gezeigt ist die schematische Darstellung der Plasmide
Prkaa1-GFP und mCherry-Paxillin fur die Immunfluoreszenzfarbung in NIH3T3-Fibroblasten. (B)
Gezeigt ist die schematische Darstellung des Plasmids GFP-LC3 fur die
Immunfluoreszenzfarbung in NIH3T3-Fibroblasten. (C) Gezeigt ist die schematische Darstellung
des Plasmids pU6-Cas9 fiir den ltgaV-Knockout in mPSC4 Zellen.
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Abbildung E2: Der Einfluss der Untergrundharte auf die AMPK-Proteinmenge in PSCs.
PSCs wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat und 48 h in 0,5 %
FCS DMEM kultiviert. Es wurde ein Western-Blot zur Detektion der AMPK- und mTOR-
Proteinmenge in mPSC5 und hPSC2 durchgefihrt, R-AKTIN diente als Ladekontrolle.
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Abbildung E3: Der Einfluss von SANT auf die Aktivierung der AMPK. NIH3T3-Fibroblasten
wurden auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix ausgesat und fir 48 h mit SANT
(0,2 uM) in 0,5 % FCS DMEM kultiviert. Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von p-AMPK
(Thr172) und p-mTOR (Ser2448) durchgefiihrt, 3-AKTIN diente als Ladekontrolle.
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Abbildung E4: Der Einfluss des Primarziliums auf AMPK und mTOR in PSCs. (A) Es wurde
ein Western-Blot zur Detektion der AMPK- und mTOR-Proteinexpression in Wildtyp-mPSC4 und
Kif3A-Knockout-Klonen, kultiviert fiir 48 h in 0,5 % FCS DMEM, durchgefiihrt, 3-AKTIN diente als
Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie
in (A) gezeigten Experimenten + SD.
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Abbildung E5: Die Reduktion der AMPK-Proteinexpression durch den ItgaV-Inhibitor
CWHM-12 in PSC und primanen Pankreasfibroblasten. (A) Es wurde ein Western-Blot zur
Detektion von AMPK und mTOR in mPSC4, hPSC1 und mCAF1 nach 16 h Behandlung mit
CWHM-12 (0,5 uM) durchgefiihrt, B-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der
Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD.
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Abbildung E6: Erhdhte LC3-Proteinexpression in Fibroblasten auf festem Untergrund. (A)
Es wurde ein Western-Blot zur Detektion von LC3 in NIH3T3 und MEF[GFP] ausgesat auf weicher
(0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix und behandelt mit SAG (100 nM) fir 48 h in 0,5 % FCS
DMEM durchgefiihrt, R-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist der Mittelwert der
Quantifizierung von n = 3 unabhangigen, wie in (A) gezeigten Experimenten + SD.
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Abbildung E7: Der Einfluss des Hartegrads auf die p-mTOR-Proteinexpression. (A) Es
wurde ein Western-Blot zur Detektion von p-mTOR (Ser2448) in NIH3T3, mPSC4 und hPSC1
ausgesat auf weicher (0,2 kPa) und harter (50 kPa) Gelmatrix und behandelt mit SAG (100 nM)
fir 48 hin 0,5 % FCS DMEM durchgefihrt, 3-AKTIN diente als Ladekontrolle. (B) Dargestellt ist
der Mittelwert der Quantifizierung von n = 3 (NIH3T3, hPSC1) und n = 2 (mPSC4) unabhangigen,
wie in (A) gezeigten Experimenten £ SD.

80

Luciferase [RLU]

PaTu8988T-Y¢

5000

absolute Zellzahl

10000

15000

Abbildung E8: Der lineare Anstieg der Menge an Luciferase im Verhéltnis zur
PaTu8988T!uc-Zellzahl. Zur Kontrolle der generierten PaTu8988T\u-Zelllinie wurden Luciferase-
Assays zur Messung des Verhaltnisses der Luciferase zur absoluten Zellzahl durchgefihrt.
Dargestellt ist der Mittelwert + SD einer Durchflihrung des Experiments gemessen als Triplikat.
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9.2 Lebenslauf

Die Seite 195 (Lebenslauf) enthalt personliche Daten. Sie sind deshalb nicht

Bestandteil der Online-Veroéffentlichung.
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