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Einleitung

Die Bauchspeicheldriise (Pankreas) besteht aus endokrinem sowie exokrinem Ge-
webe. In den Langerhans-Inseln des endokrinen Anteils werden Stoffwechselhor-
mone wie Insulin, Glukagon oder Somatostatin gebildet und direkt an das Blut ab-
gegeben. Der exokrine Anteil hingegen besteht aus Azini, deren Zellen die Verdau-
ungsenzyme bilden. In der digestiven Phase werden diese in den Ausfiihrungsgin-
gen des Pankreas mit Bikarbonat vermischt und in das Duodenum geleitet, wo sie
ihre Wirkung entfalten (Falke et al. 2008). Unter dem Einfluss von endogenen und
exogenen Faktoren kann es zur Entartung des pankreatischen Gewebes kommen.
Diese bosartigen Neubildungen der Bauchspeicheldriise werden je nach Ursprungs-
ort in endokrine und exokrine Tumoren unterteilt. 95% der Pankreastumoren ent-
stehen aus dem exokrinen Anteil des Organs, wobei in der Mehrzahl der Fille
wahrscheinlich eine Transformation der Azinuszellen in epitheliale Zellen vonstat-
tengeht (Hackeng et al. 2016). Ein Grofiteil der Fille ist dementsprechend der Enti-
tdt des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (PDAC, im Folgenden als Pankre-
askarzinom bezeichnet) zuzuordnen.

Die Versuche im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden mit Zelllinien
durchgefiihrt, die entweder aus einem Primértumor oder einer Metastase eines hu-

manen PDAC generiert worden sind.

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Jeder Deutsche hat im Schnitt ein 1,7-prozentiges Risiko in seinem Leben an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken, wobei das durchschnittliche Alter bei Erstdiagno-
se 73 Jahre betrdgt (RKI und Krebsregister in Deutschland, 2015).

Die altersstandardisierte Inzidenz der Erkrankungen ist seit 1998 konstant bei etwa
12 pro 100.000 Einwohner geblieben (Abb.1). Aufgrund einer immer &lter werden-
den Bevdlkerung nehmen die absoluten Erkrankungszahlen jedoch zu (Abb.2) (RKI
und Krebsregister in Deutschland, 2015). Ebenfalls konstant geblieben sind die
Sterberaten der am Pankreaskarzinom erkrankten Personen (altersstandardisierter
Wert: ~11 pro 100.000 Einwohner in 2012) (RKI und Krebsregister in Deutschland,
2015).
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Abbildung 2: Absolute Zahl der Neu-
Erkrankungs- und Sterberaten des erkrankungs- und Sterbefille des Pan-
Pankreaskarzinoms in Deutschland kreaskarzinoms in Deutschland (1999-
(1999-2012) je 100.000. 2012).

Abbildung entnommen aus ,,Robert-Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. (2015): Krebs in Deutschland 2011/2012 .

Diese Beobachtung zeigt, dass das Therapieansprechen sich in den vergangenen
Jahren trotz intensiver Forschung und besserem Verstindnis fiir die Pathogenese
des Karzinoms kaum verbessert hat. Das Pankreaskarzinom hat weiterhin eine hohe
Mortalitét: der Bauchspeicheldriisenkrebs lag 2012 bei der Haufigkeit aller Tumo-
ren bei Méannern in Deutschland zwar nur auf Platz 10, nahm bei den durch Krebs-
erkrankungen verursachten Todesfillen jedoch bereits Platz vier ein (RKI und
Krebsregister in Deutschland, 2015).

Trotz intensiver Forschung ist die Atiologie des duktalen Adenokarzinoms immer
noch weitestgehend ungeklirt. Als Risikofaktoren konnten vor allem Lebensstilfak-
toren (Alkoholkonsum, Nikotinabusus, Adipositas) identifiziert werden (Oettle et
al. 2010). Zudem erhdhen chronische Erkrankungen des Pankreas das Risiko fiir ei-
ne bosartige Entartung (chronische Pankreatitis, gutartige oder zystische Pan-
kreastumoren) (S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013). Genetische Fakto-
ren werden aktuell diskutiert, in etwa 10% der Karzinomfille spielen familidre

Komponenten eine Rolle (Petersen et al. 2006). Hierbei gilt als gesichert, dass
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Menschen ein erhohtes Risiko haben, bei denen zwei oder mehr Verwandte ersten
Grad erkrankt sind (S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013).

Das PDAC wird mithilfe der TNM-Klassifikation in AJCC-Stadien eingeteilt (Tab.
1, Oettle et al. 2010).

Tabelle 1: Einteilung des Pankreaskarzinoms.

AJCC- Primér- | Lymphknoten- Fern- Beschreibung
Stadium tumor status metastasen
0 Tis NO MO Carcinoma in situ
IA Tl NO MO <2cm
IB T2 NO MO >2cm
ITA T3 NO MO Wachstum tiiber die
Organgrenze
IIB T1-T3 N1 MO Befall regionale
Lymphknoten
I T4 alle N MO Infiltration groBer
Nerven/ Gefille
1\% alle T alle N M1 Fernmetastasierung

Quelle: Oettle et al. 2010.

Eine der grofften Hiirden in der Behandlung des PDAC ist die in der Regel spite
Diagnosestellung. In den frithen Stadien des PDAC zeigen sich klinisch oft keine
oder unspezifische Symptome, wie etwa Riicken- oder Bauchschmerzen. In spéte-
ren Stadien kommt es dann gehduft zur B-Symptomatik in Form von Fieber, unge-
wolltem Gewichtsverlust oder Nachtschweil3 (Oettle et al. 2010). Aufgrund der so-
liden Konsistenz des Tumors sowie seiner bevorzugten Lokalisation im Pankreas-
kopf (zwei Drittel aller PDAC) kann es zu einer Stenose des Ductus choledochus
sowie des Ductus pancreaticus kommen, die im Pankreaskopf zusammenflie3en.
Der nachfolgende Gallenstau kann sowohl sonographisch als auch im MRT
(Double-Duct-Zeichen) gesehen werden. Die Stenose kann neben Verdauungsprob-
lemen zu einer Begleitpankreatitis durch Riickstau des Pankreassekrets sowie ei-
nem schmerzlosen Ikterus durch Riickstau der Galle fiihren (Courvoisier-Zeichen)
(Oettle et al. 2010). Diese unspezifischen Hinweise auf eine Entartung des Pan-
kreasgewebes sowie die fiir die bildgebende Diagnostik nur schwer erreichbare ret-
roperitoneale Lage des Pankreas fiihren dazu, dass der Tumor héufig erst in fortge-
schrittenem Stadium erkannt wird. Als Tumormarker kann das CA-19-9 dienen
(Nazli et al. 2000). Dieses ist zwar pankreas-, jedoch nicht karzinomspezifisch und

kann auch bei anderen pankreatischen Erkrankungen, wie einer Pankreatitis, erhoht
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sein. Genutzt wird das CA-19-9 deshalb vor allem zur postoperativen Verlaufskon-
trolle.

Das Vorgehen in der Therapie des Pankreaskarzinoms ist in Abbildung 3 darge-
stellt. Die einzige kurative Therapieoption ist aktuell die operative Entfernung des
Tumors nach Kausch-Whipple (R0-Resektion mit Lymphadenektomie) (S3-
Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013). Trotz radikaler Operation gelingt nur
bei 15-20% der Patienten eine R0O-Resektion, da der Tumor bei Erstdiagnose hiufig
bereits angrenzende Blutgefale ummauert oder das umgebende Gewebe infiltriert
hat (AJCC Stadium III, Oettle et al. 2010). Zudem kommt es schon sehr friih zu ei-
ner lymphogenen oder hdmatogenen Metastasierung. Als palliative Mallnahmen bei
Inoperabilitit kommen eine systemische Chemotherapie mit Gemcitabin sowie
Kombinationstherapien in Frage (Von Hoff et al. 2013). Zudem kdénnen symptom-
orientierte MaBBnahmen ergriffen werden, z.B. eine Wiederer6ffnung des Gallen-

gangs mittels Stent (S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013).

lokal begrenzt, lokal fortgeschritten, lokal fortgeschritten,
resektabel nicht metastasiert metastasiert
Operation in N Palliative

Chemotherapie

kurativer Absicht \ Chemotherapie
RO, R1 R2 partielle/ _ko.mplette Progress
\ Remission
Adjuvante 1

Chemotherapie Operation

Abbildung 3: Therapievorgehen bei Diagnosestellung eines Pankreaskarzinoms.
Quelle: Oettle et al. 2010.

Die Prognose des Pankreaskarzinoms ist schlecht. Fiinf Jahre nach Diagnosestel-
lung leben nur noch rund 8% der Patienten (RKI und Krebsregister in Deutschland,

2015). Ist eine RO-Resektion des Tumors mdglich, steigt die 5-Jahresiiberlebensrate
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lediglich auf 20% (Beger et al. 2008). Damit hat das Pankreaskarzinom die nied-

rigste Uberlebensrate aller Krebserkrankungen.

1.2 Molekularpathologische Grundlagen des PDAC
Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet des Pankreaskarzinoms sind die zu-
grundeliegenden Pathomechanismen noch nicht vollstindig verstanden. Ergebnisse
verschiedener Studien unterstiitzen die Vorstellung eines Tumorprogressionsmo-
dells, in dem das invasive Karzinom aus Vorlduferldsionen, sogenannte PanIN, ent-
steht (Zhang et al. 2007). Es wird angenommen, dass hierfiir eine Akkumulation
verschiedener Genmutationen verantwortlich ist.
Diese praneoplastischen Ganglédsionen werden in verschiedene Stadien unterteilt.
Eine muzindse Hypertrophie charakterisiert das PanIN-1A-Stadium, wohingegen
das PanIN-1B-Stadium eine papillire Hyperplasie zeigt. Kommt zu dieser eine mé-
Bige Dysplasie mit Kernatypien hinzu, spricht man von PanIN-2. PanIN-3 ent-
spricht einem Carcinoma in situ (Cis), es bestehen schwere Zellatypien wie atypi-
sche Mitosen und luminale Nekrosen bei intakter Basalmembran (Hruban et al.
2001).
In Untersuchungen verschiedener pankreatischer Gewebe wurde beobachtet, dass
PanIN-1 héufig mit gutartigen Hyperplasien vergesellschaftet sind und auch ohne
gleichzeitiges Vorliegen eines PDAC auftreten (Liittges et al. 1999). PanIN-2 und
-3 hingegen finden sich fast ausschlielich in unmittelbarer Ndhe eines PDAC (Cu-
billa et al. 1976). Uber die Interpretation der gewonnenen Erkenntnisse wird noch
diskutiert. Eine Vermutung lautet, dass die PanIN-2 die eigentliche Vorstufe des
Cis (PanIN-3) sowie des daraus entstchenden PDAC darstellen, wéhrend den
PanIN-1 unabhéngige Geschehnisse in unmittelbarer Nachbarschaft zugrunde lie-
gen (Buchholz et al. 2005). In der klinischen Praxis ist die Bedeutung der PanIN-1
und PanIN-2 daher noch unklar, wohingegen die PanIN-3 als klinisch signifikant
eingestuft werden (Hruban et al. 2004).
Als Ausgangspunkt fiir das Pankreaskarzinom kommen drei unterschiedliche Zell-
typen in Frage. Die verbreitetste Meinung ist, dass das PDAC aus dem Gangepithel
des Pankreas entsteht (Cubilla et al. 1975). Andere gehen davon aus, dass eine Me-
taplasie der Azini stattfindet, deren Zellen entarten und sich zu einem Karzinom
entwickeln (Parsa et al. 1985). Diese Theorie ist nach aktuellem Forschungsstand

am chesten zutreffend. Eine dritte Theorie besagt, dass das Karzinom aus Stamm-
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zellen des Pankreas hervorgeht (Li et al. 2007). Unterstiitzt wird diese Theorie
durch die Entdeckung, dass in den Karzinomzellen die Hedgehog-, Notch- und
Wnt-Signalwege vermehrt aktiviert sind, die charakteristisch fiir embryonale Zellen
sind (Li et al. 2007).

Grund fiir die Entstehung des Pankreaskarzinoms sind verschiedene charakteristi-

sche Genmutationen, die unterschiedliche Signalwege beeinflussen (Abb. 4).

Normal duct PaniN-1A PaniN-2 PaniN-3 Adenocarcinoma
* Low cuboidal = Flongated cells * Nuclear abnormalities: + Budding into lumen + Invasive growth
cells » Mucin production e.g. enfargement, = Severe nuclear + Marked stromal
* Single cell layer PaniN-1B some loss of polarity, atypia reaction ({desmoplasia)
+ Papiltary crowding * Mitosis, some
architecture abnormal

: ""L,‘,.__g,_...u..a-,_‘_:\“f

AR Ao e —

TP53 mm e e o o v

Type of lesion CRIADEITIPEA - st e s i s

= Activation

B | oss of function e
Telomerase

Abbildung 4: Hypothese zur Entstehung des PDAC aus gesundem Pankreasgewebe.

Histologische Préparate von Normalgewebe und den drei PanIN-Stadien bis hin zum inva-
siven Adenokarzinom. Zudem zeitliche Darstellung des Auftretens charakteristischer Mu-
tationen. Histologisch zeigen sich sowohl strukturelle als auch zelluldre Verdnderungen. Es
kann keine Korrelation zwischen dem Auftreten der Genmutationen und dem Auftreten
histologischer Verdanderungen gezeigt werden. Die Durchgéngigkeit der Linie représentiert
die Auftretenswahrscheinlichkeit der Mutation.

Abbildung entnommen aus Bardeesy et al. 2002.

Eines der ersten Geschehnisse in der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist eine K-
ras-Uberaktivierung durch eine aktivierende Punktmutation in Codon 12 des K-ras-
Gens. Schon in PanIN-1 kann die Uberaktivierung von K-ras nachgewiesen wer-
den, die in allen weiteren PanIN-Stadien sowie im PDAC konstant ist (Hruban et al.
1993, Tada et al. 1996). K-ras ist iiber den MAPK/Akt-Signalweg an der Regulati-
on des Zellzyklus beteiligt. Eine Uberaktivierung dieses Gens fiihrt somit zu einem

gesteigerten Zellwachstum. Vermutlich als Reaktion auf die Aktivierung des
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MAPK-Signalweges kommt es zu einer Uberexpression von p21 in den Zellen der
Vorlduferldsionen (Kivinen et al. 1999, Biankin et al. 2001).

Ein ebenso friih zu beobachtendes Phdnomen ist eine Telomerverkiirzung im Ge-
nom hyperplastischer Zellen (Van Heek et al. 2002), in Rahmen derer es zur Ge-
nominstabilitit kommt. Im spéteren Verlauf wiederum ermdglicht eine vermehrte
Aktivierung der Telomerase die erhohte Teilungsrate der entarteten Karzinomzellen
(Suehara et al. 1997).

Eine besondere Rolle in der Genese des PDAC scheinen die Tumorsuppressoren
pl6 sowie p53 zu spielen, da beide in fast allen duktalen Adenokarzinomen veran-
dert sind (Redston et al. 1994, Wilentz et al. 1998).

Eine Inaktivierung des CDKN2A/INK4-Gens, welches fiir den Tumorsuppressor
pl6 codiert, konnte bereits in PanIN-1 gezeigt werden. Sie nimmt mit Fortschreiten
der PanIN-Stadien bis hin zum invasiven Karzinom zu, wodurch der p16-Spiegel
stetig sinkt (Wilentz et al. 1998). p16 spielt eine wichtige Rolle in der Kontrolle des
G1/S-Phasen-Ubergangs, indem es die CDK4/CDKG6-vermittelte Phosphorylierung
des Retinoblastom-Proteins inhibiert und somit den Eintritt in die S-Phase verhin-
dert (Liggett et al. 1998).

Die Tumorsuppressorgene TP53 sowie SMAD4/DPC4 sind hingegen ausschlief3-
lich in PanIN-2, -3 sowie im invasiven PDAC inaktiviert. Hierbei nimmt die Inak-
tivierungsfrequenz von PanIN-2 auf -3 zu, bei der anschlielenden Entwicklung
zum PDAC hin bleibt sie jedoch unverdndert (Hruban et al. 2000, Yamano et al.
2000, Wilentz et al. 2000). Die Inaktivierung von TP53 fiihrt zu einer verminderten
Bildung von p21 (Hu et al. 1998). Die Abnahme der p21-Konzentration ist ein ent-
scheidender Schritt in der Entstehung des PDAC aus seinen Vorlduferldsionen
(Morton et al. 2010). Sie ermdglicht den Zellen, sowohl apoptotische Signale als
auch Zellzyklus-inhibitorische Mechanismen zu umgehen. Ebenso wachstumsfor-
dernd ist die Inaktivierung von SMAD4, welches als Transkriptionsfaktor {iber den
TGF-B-Signalweg in den Nukleus eingebracht wird und dort sowohl einen G1/S-
Arrest als auch die Induktion der Apoptose erwirkt. Zusétzlich beeinflusst SMAD4
die Angiogenese, indem es zu einer verminderten Expression des endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) fiihrt (Schwarte-Waldhoff et al. 2002).

In Studien konnte belegt werden, dass das Fortbestehen der ,,Antitumor-Barriere*
aus den Tumorsuppressoren pl6 und p53 in Mausmodellen zu einer Hemmung des

PDAC-Wachstums fiihrt (Bardeesy et al. 2006).
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Ein Charakteristikum des Pankreaskarzinoms ist das ausgeprédgte aktive Stroma,
welches bis zu 90% des Tumorvolumens ausmachen kann. Es besteht aus Fib-
roblasten, Blut- und Lymphgefden, die in Extrazellulirmatrix eingebettet sind
(Chu et al. 2007). Schon im PanIN-2-Stadium kommt es um den Tumor herum zu
einer desmoplastischen Stromareaktion, die durch endokrine sowie autokrine Me-
chanismen hervorgerufen wird (Mahadevan et al. 2007). Die desmoplastische
Stromareaktion ist also keine Host-versus-Graft-Reaktion, sondern wird von den
Karzinomzellen selbst initiiert (Korc 2007) und hat wesentlichen Einfluss auf die
Tumorprogression (Hwang et al. 2008). Eine wichtige Rolle in der Entstehung und
dem Umbau der Extrazellularmatrix spielen pankreatische Sternzellen (Apte et al.
1998). Diese periazindren Zellen werden durch Wachstumsfaktoren, wie den epi-
dermalen Wachstumsfaktor (EGF) (Blaine et al. 2009), Zytokine sowie oxidativen
Stress zur Sezernierung von Kollagen, Fibronektin und matrixabbauenden Enzy-
men angeregt (Vonlaufen et al. 2008). Diese Enzyme, unter anderem Matrix-
Metalloproteinasen, ermdglichen im Zusammenspiel mit ihren Inhibitoren einen ge-
regelten Abbau des physiologischen Stromas, welcher fiir das invasive Wachstum
des Tumors notwendig ist (Ellenrieder et al. 2000). Durch seine Hypovaskularitit
verhindert das Stroma zudem die Anflutung von Medikamenten im Pankreaskarzi-
nom, ein Grund fiir die enorme Resistenz des PDAC gegen Chemotherapeutika
(Burris et al. 1997, Komar et al. 2009). Ein moglicher Therapieansatz wird in der
Inhibiton des Sonic Hedgehog-Signalweges gesehen, der im Pankreaskarzinom
vermehrt aktiviert ist (Thayer et al. 2003). Dieser Signalweg initiiert liber die Akti-
vierung der Gli-Transkriptionsfaktoren eine desmoplastische Stromareaktion in der
Umgebung der Karzinomzellen (Bailey et al. 2008). Die Inhibition des Signalweges
fiihrt zum Abbau der anabol wirkenden Transkriptionsfaktoren und somit zu einer
Stromareduktion, wodurch eine verbesserte Durchblutung des Karzinoms und eine
verstiarkte Anreicherung von Chemotherapeutika erreicht werden soll (Olive et al.
2009). Nach entsprechender Behandlung fielen die Tumore jedoch durch eine ver-
minderte Differenzierung, ein aggressiveres Wachstum und eine héhere Metastasie-
rungsrate auf (Rhim et al. 2014). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieen,
dass das Stroma sowohl tumorférdernde als auch -inhibierende Komponenten be-
sitzt (Neesse et al. 2015).

Bei homozygoten BRCA2-Mutationen besteht ein erhohtes Risiko fiir die Entwick-

lung eines Pankreaskarzinoms (Easton et al. 1999). Die heterozygote Mutation des
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BRCA2-Gens fiihrt hingegen nicht zu einem vermehrten Auftreten von PanIN, da
der Verlust des gesunden Allels erst spit in der Entwicklung des Pankreaskarzi-

noms stattfindet (Goggins et al. 2000).

1.3 Kinome-wide Screening

Das Kinom beschreibt die Gesamtheit aller Kinasen des menschlichen Genoms,
wobei rund 1,7% des eukaryotischen Genoms fiir 518 Proteinkinasen kodieren
(Manning et al. 2002). Kinasen sind Phosphotransferasen; sie katalysieren den
Transfer von Phosphatgruppen von einem Donor (zumeist ATP) auf eine Amino-
sdure. Hierdurch werden die Substratproteine in ihrer Aktivitdt modifiziert oder ihre
Lokalisation in der Zelle beeinflusst (Koolman et al. 2009). Die Phosphorylierung
dient folglich der Regulation zahlreicher intrazelluldrer Prozesse sowie interzellulé-
rer Kommunikation. Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Regulation biologischer
Vorginge in der Zelle haben Dysfunktionen von Proteinkinasen umfangreiche Fol-
gen. So werden Mutationen im Genom der Kinasen als haufige Ursache fiir die Ent-
stehung maligner Tumoren angesehen (Manning et al. 2002). Dementsprechend
stellen sie einen wichtigen Aspekt im Verstidndnis der Krebsentstehung sowie einen
Angriffspunkt in der Therapie maligner Erkrankungen dar.

Um Kinasen ausfindig zu machen, die eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Pankreaskarzinoms spielen, wurde in Zusammenarbeit mit dem Naturwissenschaft-
lichen und medizinischen Institut (NMI) in Reutlingen ein Screening durchgefiihrt,
welches das gesamte humane Kinom umfasste (Buchholz et al., unveroffentlichte
Ergebnisse). Hierzu wurden die Kinasen sowohl in Panc-1-Zellen (Zellen des hu-
manen Pankreaskarzinoms) als auch in HEK293-Zellen (nicht dysplastische, huma-
ne embryonale Nierenzellen) durch RNA-Interferenz herunter reguliert. Die HEK-
293-Zellen wurden als gesunde Kontrolle eingesetzt. In hoch-parallelisierten An-
sdtzen wurde jeweils ein Target, also eine bestimmte Kinase, mithilfe von siRNAs
ausgeschaltet. Im Anschluss wurde in Apoptose-Assays die Aktivierung von
Apoptose-induzierenden Caspasen beobachtet. Der Vergleich der Apoptoseindukti-
on in den transformierten zu den nichttransformierten Zellen wurde mithilfe des Z-
Scores dargestellt und fungierte als Basis fiir die Auswahl neuer potenzieller Kan-

didatengene (Abb. 5).



Einleitung | 10

Genesymbol  Z-Score Genesymbol Z-Score Genesymbol Z-Score
1 BCKDK 13.09 17 PLXNA4 6.24 33 MUSK 4.00
2 PINKiz 12.56 18 MYLK4 5.99 34 TBKx 3.95
3 WNK1 1.98 19 INSRR 5.58 35 ITK 3.80
4 PACSIN3 10.57 20 ALPK2 5.47 36 MPP6 3.65
5 PFTKz 9.67 21 CDCy 5.29 37 NEK7 3.64
6 NRBPz 9.24 22 ULK3 5.10 38 ITPKA 3.62
7 BMPz2K 8.31 23 GSGz 5.05 39 ROR1 3.59
8 SLAMF6 7.97 24 RPS6KIa 4.96 40 CAMKK: 3.39
9 PTKz2B 7.87 25 MYLKz2 4.72 41 NUAKz2 3.35
10 DDR2 7.61 26 PLXNB: 4.67 42 FN3KRP 3.34
11 IGSF22 7.35 27 STKulP 4.44 43 ADPGK 3.32
12 PIPgKiC FAF 28 TLKz2 4.40 44 MGCgq2105  3.32
13 AKg 7.10 29 TSSKe 4.39 45 MAGIz 3.19
14 HIPK4 6.66 30 CDCzls 4.05 46 HIPK2 3.05
15 IRAKy 6.56 31 PRKD3 4.03 47 STYKa 3.03
16 PANK4 6.30 32 TTK 4.01

Abbildung 5: Kinome-wide Screening

Darstellung der potenziellen Kandidatengene sortiert nach Z-Score. Je héher der Z-Score,
desto stiarker war die Apoptoseinduktion nach Knockdown der entsprechenden Kinase in
den transformierten Zellen im Vergleich zu den nichttransformierten Zellen.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Brajesh P. Kaistha 2011.

Einer der Kandidaten, die bei dem Kinome-wide Screening ausgewéhlt wurden, ist
die BCKDK. Thre Inaktivierung fiihrte in hohem Mafle zu einer spezifischen
Apoptoseinduktion in den transformierten Zellen, nicht aber in den nichttransfor-
mierten Kontrollen. In der vorliegenden Arbeit wird die BCKDK néher charakteri-
siert und ihre potenzielle Rolle in der Pathologie des Pankreaskarzinoms unter-

sucht.

1.4 Die Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase
Die Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase (BCKDK) bildet gemein-
sam mit den Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen die Familie der mitochondrialen Pro-
teinkinasen (Harris et al. 1995). Funktionell ist die BCKDK eine Serin-
Proteinkinase, zeigt jedoch keine Sequenziibereinstimmungen mit anderen eukaryo-
tischen Proteinkinasen (Harris et al. 1995). Stattdessen finden sich Sequenzdhnlich-
keiten zu prokaryotischen Histidin-Proteinkinasen (Popov et al. 1992, Harris et al.
1993). BCKDK ist auf Chromosom 16p11.2 codiert (Muller et al. 2004). Die Nuk-

leotid- und Aminoséuresequenz des humanen Proteins zeigt Abbildung 6.
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Abbildung 6: Nukleotid- und Aminosiuresequenz von humanem BCKDK.

Die ATG-Sequenz bei Base 91 stellt das Startcodon dar. Darauf folgend findet sich die mi-
tochondriale Zielsequenz mit einer Ldnge von 30 AS. Im Anschluss beginnt das reife Pro-
tein, welches aus 382 AS besteht und mit dem Stopcodon bei Base 1327 endet. Insgesamt
hat das reife Protein ein Gewicht von 43.288 kDa.

Abbildung entnommen aus Suryawan et al. 1998.

Ein BCKDK-Monomer besteht aus zwei Doménen: einem 4-Helix-Biindel sowie
der Nukleotid-Binde-Domine. Diese beiden Doménen sind durch einen ,,Linker
verbunden, der zu Konformationsédnderungen im Protein fithren kann. Die beiden
Monomere verbinden sich durch direkte Interaktion an den Nukleotid-Binde-
Dominen zu einem Homodimer, in Lésung auch zu Tetrameren (Machius et al.
2001). Die BCKDK liegt in freier und gebundener Form vor, wobei nur die gebun-
dene Form katalytisch aktiv ist. Unter normalen Bedingungen iliberwiegt die freie

Form (Obayashi et al. 2001).
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BCKDK ist ein wichtiges Regulationsenzym im Abbau der verzweigtkettigen Ami-
nosduren (Branched Chain Amino Acids, BCAA) Leucin, Isoleucin und Valin. Die-
se sind essentiell fiir den Aufbau von Proteinen oder dienen als Stickstoffdonatoren
fiir den Aufbau anderer Aminosduren und Neurotransmitter wie Glutamat und
GABA. Leucin und seine a-Ketonsiure, a-Ketoisocaproat, wirken zudem anabo-
lisch, indem sie die Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas fordern (Malaisse et
al. 1980).

Der Abbau verzweigtkettiger Aminosduren findet in zwei Schritten statt (Abb. 7).
Im ersten Schritt werden Leucin, Isoleucin und Valin durch die BCAT reversibel zu
ihren a-Ketosduren transaminiert (Sweatt et al. 2004). Im Anschluss wird durch die
BCKD eine irreversible oxidative Decarboxylierung durchgefiihrt, wodurch ver-

zweigtkettige Acyl-CoA-Ester entstehen (Harris et al. 2005).

Verzweigtkettige Aminosduren (BCAA)
Valin
Leucin
Isoleucin

|
BCAT (BC-Transaminase)
|

Verzweigtkettige-a-Ketosduren (BCKA)
a-Ketoisovaleriansiure
a-Ketoisocapronsdure

a-Keto-B-methylvaleriansiure

|
BCKD (BC-Dehydrogenase-Komplex) dssss= BCKDK (BCKD-Kinase)
]

Rest-CoA
Succinyl-CoA
Acetyl-CoA

Abbildung 7: Abbau der verzweigtkettigen Aminosiuren.

Im ersten Schritt werden die verzweigtkettigen Aminosduren durch die BCAT zu ver-
zweigtkettigen a-Ketoséuren reversibel transaminiert. Im zweiten Schritt werden diese
durch die BCKD irreversibel zu verzweigtkettigen Acyl-CoA-Ester oxidiert. Kontrolliert
wird der irreversible Schritt des Katabolismus durch die BCKDK.

Quelle: Harris et al. 1992 und 2005, Joshi et al. 2006, Sweatt et al. 2004.

BCKDK hat eine starke Substratspezifitit zu BCKD (Harris et al. 1992) und stellt
thren primdren Regulator dar (Joshi et al. 2006). Die Aktivitit des BCKD-

Komplexes ist umgekehrt proportional zur Aktivitit der Kinase und wird daher als
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Schliisselenzym des BCAA-Stoffwechsels angesehen (Shimomura et al. 2001). Ge-
genspieler der BCKDK ist die BDP (Cook et al. 1984), eine Proteinphosphatase,
die ebenfalls mitochondrial gelegen ist und im PPM1K-Gen codiert wird (Garcia-
Cazorla et al. 2014).

Die BCK-Dehydrogenase besteht aus 3 Enzymen, die gemeinsam einen Komplex
bilden: Ela+P (verzweigtkettige-a-Ketosduren-Dehydrogenase), E2 (Dihydroli-
poyl-Verzweigtkettigen-Transacylase) und E3 (Dihydrolipoyl-Dehydrogenase)
(Harris et al. 1990). BCKDK erkennt das Arginin-288 der Ela-Untereinheit und
bindet darauthin an die E2-Untereinheit (Popov et al. 1997). Diese Bindung akti-
viert die Kinase, welche die E1-a-Untereinheit an Serin-293 und Serin-303 im akti-
ven Zentrum reversibel phosphoryliert (Odessey 1982). Durch die Phosphorylie-
rung wird eine negative Ladung erzeugt, welche die Affinitit von E1 zu E2 senkt,
wodurch die Untereinheiten anfalliger fiir den Abbau durch Proteasen werden und
BCKD inaktiviert wird (Harris et al. 1997).

Wihrend der BCKD-Enzymkomplex in den Mitochondrien aller Zellen vorhanden
ist, finden sich BCKDK-Proteine vor allem in der Skelettmuskulatur und in gerin-
ger Menge in der Leber, weshalb die Leber als Hauptort der Oxidation angesehen
wird (Suryawan et al. 1998, Sweatt et al. 2004). Die Menge sowie die Stabilitdt der
BCKDK-mRNA ist in allen Geweben gleich, was auf eine gewebsspezifische Re-
gulation des BCKDK-Gehalts auf posttranskriptionaler Ebene schlieen ldsst (Mul-
ler et al. 2004).

Kurzfristige wie auch langfristige Regulationsmechanismen fiir BCKDK sorgen fiir
eine Anpassung des BCAA-Haushalts an die jeweilige Stoffwechsellage (Shimo-
mura et al. 2001).

Kurzfristig sorgt a-Ketoisocaproat (KIC) durch allosterische Bindung an BCKDK
fiir eine Dissoziation der Kinase vom BCKD-Komplex und damit fiir eine Aufhe-
bung der Inhibition, wodurch es seinen eigenen Abbau initiiert (Tso et al. 2013).
Demgegeniiber liegt die BCKDK bei Proteinmalnutrition hauptséchlich in gebun-
dener Form vor (Harris et al. 1995). Durch diesen Mechanismus werden bei
BCAA-Mangel verzweigtkettige Aminosauren konserviert, um fiir die Proteinsyn-
these zur Verfligung zu stehen. Ein Proteinmangel bewirkt zudem langfristig eine
gesteigerte Expression von BCKDK (Popov et al. 1995).

Zusitzlich beeinflussen verschiedene Hormone die BCKDK-Expression auf

pratranslationaler Ebene. So steigert Thyroxin (Ts4) die Expression, wihrend Glu-
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kokortikoide sie vermindern (Kobayashi et al. 2000, Huang et al. 1999). PPAR-a-
Agonisten, die sogenannten Fibrate, supprimieren den Gehalt an BCKDK-mRNA,
was auf eine mogliche Rolle des PPAR-a als Transkriptionsfaktor von BCKDK
hinweisen konnte (Harris et al. 2001). Beim Diabetes mellitus Typ 2 mit erhohten
Insulinspiegeln wird das Bindungsverhalten von BCKDK verédndert, wodurch seine
Aktivitdt zunimmt (Doisaki et al. 2010).

Durch BCKDK-loss-of-function-Mutationen kommt es zu einem Absinken der
BCAA-Spiegel. Folge ist zum einen eine Wachstumsretardierung bedingt durch den
Proteinmangel und das fehlende anabolische Signal durch Leucin (Joshi et al.
2006). Zum anderen kommt es zu neurologischen Auffilligkeiten bis hin zu Epilep-
sie und Autismus (Novarino et al. 2012, Garcia-Cazorla et al. 2014). Diese Form
der Erkrankungen kann durch BCAA-Supplementierung therapiert werden (Poot
2013).

1.5 Zielsetzung der Arbeit
Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist eine der am schlechtesten therapierba-
ren Krebserkrankungen weltweit. Die Sterberate konnte seit Beginn der Aufzeich-
nungen trotz intensiver Forschung im diagnostischen sowie therapeutischen Bereich
nicht verbessert werden.
Mittels Hochdurchsatzanalysen wurden in den letzten Jahren verschiedene Gene
identifiziert, die eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Pankreaskazinoms
spielen und somit Zielgene fiir Therapien darstellen konnten. Eines ist das
BCKDK-Gen, welches fiir seine Funktionen im Stoffwechsel verzweigtkettiger
Aminoséduren bekannt ist.
In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragestellungen adressiert werden:
1) Welchen Einfluss hat die BCKDK auf die Proliferation und Apoptose in ver-

schiedenen Pankreaskarzinomzelllinien?

2) Welche Rolle spielt die BCKDK in der Pathogenese und Progression des Pan-

kreaskarzinoms?
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2. Materialien

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Kat.-Nr. Hersteller

Blotting-Papier 742113 Macherey-Nagel (Diiren)
Combitips® advanced, 2,5ml | 0030089448

Combitips® advanced, Sml 0030089456 | Eppendorf (Hamburg)
Combitips® biopur, Sml 0030089669

Deckgléser ill?»o 18024 Menzel-Gléser (Braunschweig)
Einwegpipetten

10ml 861254001 | Sarstedt (Niimbrecht)

25ml 861685001

Falcon™ Round-Bottom 352052 BD Biosciences (Franklin Lakes,
Polystyrene Tube, Sml USA)

Gewebekulturflasche

25cm?, 50ml 690160 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
75¢cm?, 250ml 658170

giv(tizekulmrpla“en 831839300 | Sarstedt (Niimbrecht)
Gewebekulturplatten

12-Loch 665180 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
24-Loch 662160

Gewebekulturschalen

60 x 15mm 628160 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
100 x 20mm 664160

Kosmetiktuch 2054692 Igefa (Ahrensfelde)
Latexhandschuhe 1122750 VWR (Darmstadt)

llz/fgz(;zftten 96-Loch, 655162 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
I&i;ggilllrlll;ose Blotting 10600015 gg)Healthcare (Chalfont St Giles,
Pipettenspitzen Diamond

bio FIOE0 | G iddeon, USA)
D1000 F161670

Pipettenspitzen, 1000pul 686290 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Polysterengefaf3e, 12ml 164160 Greiner Bio-One (Frickenhausen)



https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0030_0010/13652/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0030_0010/13354/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0010_0010/13439/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0010_0010/13400/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0040_0010/12894/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0010_0020/13262/
https://shop.gbo.com/de/row/articles/catalogue/article/0110_0110_0020_0010/11984/
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Fortsetzung Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialien

Prézisionswischtiicher KC 7552 Kimtech Science (Reigate, UK)
Reagiergefil3e, Polypropylen
0,5ml 72699
1,5ml 72706 Sarstedt (Niimbrecht)
2,0ml 72695500
2,0ml ohne Stopfen 72708
Serologische Pipetten
2ml 710180
521 606180 Greiner Bio-One (Frickenhausen)
50ml 768180
ViewPlate-96, Black, TC 6005182 Perkin Elmer (Waltham, USA)
Zellschaber 831830 Sarstedt (Niimbrecht)
Zentrifugenrohren,
Polypropylen .
15ml 62554500 Sarstedt (Niimbrecht)
50ml 62547254
2.2 Chemikalien
Tabelle 3: verwendete Chemikalien
Reagenz Kat.-Nr. Hersteller
2-Propanol 33539 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Acrylamid-Losung (30%) A4983 AppliChem (Darmstadt)
Amersham™ ECL Advance Amersham Bioscien
Western Blotting Detection RPN2135 ers osclences
(Amersham, UK)
Reagents
Amersham™ ECL Plus Amersham Biosciences
Western Blotting Detection RPN2132
(Amersham, UK)
Reagents
Ammoniumpersulfat (APS) 101200 Merck (Darmstadt)
Bromphenolblau B0O126 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Coomassie Plus™ Protein 23238 Thermo Fisher Scientific
Assay Reagent (Waltham, USA)
cr . Serva Electrophoresis
Dithiothreitol (DTT) 20710 (Heidelberg)
Ethanol 32205 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraacetat . .
(EDTA) RO13 G-Biosciences (St. Louis, USA)
FxCycle™ Violet Stain F10347 %JlsfeA")Fechnologles (Carlsbad,
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Fortsetzung Tabelle 3: verwendete Chemikalien

Glycerin 3783 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Glycin 3908 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Kélberserumalbumin (BSA) | P8994 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Kaliumdihydrogenphosphat 3904 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Methanol 32213 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Milchpulver T145 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Natriumchlorid (NaCl) 0962 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Natriumfluorid (NaF) S7920 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumpyrophosphat

Decahydrat (NasP>O7* S9515 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
10 H20)

gllﬁlsyér)nethylsulfonylﬂuorid P7626 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Ponceau S solution P7170 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Protease Arrest™ 786-108 G-Biosciences (St. Louis, USA)
Rotiphorese® Gel 30 3029 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
(Sﬁléls)a ure rauchend 37% 100317 Merck (Darmstadt)

SDS ultra pure 2326 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

SiLentFect™ Lipid Reagent | 170-3361 Bio-Rad (Hercules, USA)

SYBR® Green PCR Master 4309155 Applied Biosystems (Carlsbad,
Mix USA)
Tetramethylethylendiamin

(TEMED) 2367 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Thiazolylblau (MTT) 4022 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Trinatriumtetraoxovanadat . . .
(NasVOs) 450243 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
TRIS Hydrochlorid 9090 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Triton X 100 3051 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Tween® 20 9127 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

2.3 Laborgeriite

Tabelle 4: verwendete Laborgerite

Gerit

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR Systems

Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

AccuBlock™ Digital Dry Bath

Labnet International, Inc. (Edison, USA)
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Fortsetzung Tabelle 4: verwendete Laborgerite

Autoklav 3850 EL Tuttnauer Europe B.V.

(Breda, Niederlande)
Brutschrank 6000 Heraeus Instruments (Hanau)
Chemocam Intas (Gottingen)

DNA Engine® Thermal Cycler

Biorad Laboratories GmbH (Miinchen)

Durchflusszytometer LSR 11

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Einkanalpipetten Discovery
Comfort

DV10C (0,5-10 pl)
DV20C (2-20 ul)
DV200C (20-200 pl)
DV1000C (100-1000 pl)

Abimed (Langenfeld)

Electrophoresis Power Supply
EPS3500

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Elektrophoresekammer

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Feinwaage Mettler AE163

Mettler-Toledo GmbH (GieBen)

FlowlJo

Tree Star Inc (Ashland, USA)

Gefrierschrank Liebherr (Bulle, Schweiz)

Glasware Schott (Mainz)

KS 250 basic IKA Labortechnik (Staufen)

Kiihlschrank Liebherr (Bulle, Schweiz)

Labsonic U B. Braun (Melsungen)

Lichtmikroskop Olympus (Shinjuku, Japan)

Luminometer Centro LB 960 Berthold Technologies (Bad Wildbad)
Magnetrithrer MR2002 Heidolph Instruments (Schwabach)
Multipette Eppendorf (Hamburg)

Multiskan FC Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Nanodrop 1000

PeqLab Biotechnologies GmbH (Erlangen)

pH-Meter 761 Calimatic

Knick (Berlin)

Pipettboy Acu Integra Biosciences (Zizers, CH)

Reax 2000 Heidolph Instruments (Schwabach)
See-Saw Rocker SS1L4 Stuart (Staffordshire, UK)

Sprout™ Heathrow Scientific LLC (Illinois, USA)

Sterilbank Bio-II-a

Telstar Life Science solutions (Terrassa,
Spanien)

Thermomixer 5436

Eppendorf (Hamburg)

Tiefkiihllager Hera freeze

Thermo Electron Corporation
(Waltham, USA)
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Fortsetzung Tabelle 4: verwendete Laborgerite

Vortex Genius 3

IKA Labortechnik (Staufen)

Vortexer VF2

IKA Labortechnik (Staufen)

Western Blot Apparatur

Biozym (Hessisch Oldendorf)

Ziahlkammer Neubauer improved

Carl Roth (Karlsruhe)

Zentrifuge Heraeus Multifuge
3SR+

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

2.4 Zellkultur

2.4.1 Nahrmedien und Zusitze fiir die Kultivierung von Zelllinien

Tabelle 5: verwendete Ndhrmedien und Zusitze

Reagenz

Kat.-Nr. Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), Low Glucose, Pyruvate

GIBCO, Life
31885-023 Technologies
(Carlsbad, USA)

(PBS), -/- (Mg**/Ca*")

Dulbecco’s Phosphatpuffersalzlosung

GIBCO, Life
14190-094 Technologies
(Carlsbad, USA)

FBS South American

GIBCO, Life
10270106 Technologies
(Carlsbad, USA)

Trypsin-EDTA (0,25%)

GIBCO, Life
25200056 Technologies
(Carlsbad, USA)

2.4.2 Humane Zelllinien fiir die in vitro-Experimente

Tabelle 6: verwendete Zelllinien

Zelllinie Abstammung Herkunft Referenz
humanes ATCC, Amer1gan Type (Lieber et al.
PANC-1 Pankreaskarzinom Culture Collection 1975)
(Manassas, USA)
humanes N N
PaTu-8988t | Pankreaskarzinom/ &Zr'bilrsa)sser (121953)55“ ctal.
Lebermetastase &
humanes (Iwamura et al
SUIT2-007 | Pankreaskarzinom/ | Iwamura T. (Japan) ’
1987)
Lebermetastase



http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/25200056?ICID=search-product

2.5 Protein-Standard

Tabelle 7: verwendeter Protein-Standard
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Name Kat.-Nr. Hersteller
PageRuler™ Prestained Protein | 5 ¢ Thermo Fisher Scientific
Ladder, 10-170 kDa (Waltham, USA)

2.6 Kits
Tabelle 8: verwendete Kits
Kit Kat.-Nr. Hersteller
Cell P?ohfe.:ra‘uon ELISA, BrdU 11669915001 Roche Dl‘agnostlcs GmbH
(chemiluminescent) (Mannheim)
Omniscript Reverse Transcription 205111 Qiagen (Venlo,
Kit Niederlande)
) PEQLAB Biotechnologie
peqGOLD Total RNA Kit 12683402 GmbH (Erlangen)

2.7 Oligonukleotide

2.7.1 cDNA-Synthese

Tabelle 9: verwendete Primer fiir die cDNA-Synthese

Name Sequenz Hersteller
Oligo dT S-TTTTTT TTTTTT TTT-3° Biomers GmbH (Ulm)
2.7.2 Expressions-Kontrolle von BCKDK
Tabelle 10: verwendete Primer fiir die qRT-PCR
Name Sequenz Hersteller
5-TGG TTC GTG TCC CAG TCT .
hBCKDK _forw CTT AC-3' Biomers GmbH (Ulm)
hBCKDK rev é:AgTC CCA CTC CCA CCA AAT Biomers GmbH (Ulm)
RPLPO forw S-AGT TTC TCC AGA GLT GGG Biomers GmbH (Ulm)
- TTG T-3
RPLPO _rev %E;T_gG GCA AGA ACA CCATGA Biomers GmbH (Ulm)




2.7.3 ,,Non silencing*“-siRNA

Tabelle 11: verwendete ns-siRNA
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Name Kat.-Nr. Hersteller
Silencer® Negative Control #2 Applied Biosystems
SiIRNA AM4637 (Carlsbad, USA)
2.7.4 Repression von BCKDK
Tabelle 12: verwendete siRNAs
Bezeichnung
Name Sequenz siRNA ID | Hersteller in dieser
Arbeit

) Applied
Silencer® 5’- BiFZ) ps lztems .
siRNA gegen | GGCUUGGAAUC | 110905 ( Caﬂys bad siRNA 1
BCKDK CGCAUGUUt-3 USA)

) Applied
Silencer® 5’- BiFZ) ps lztems .
siRNA gegen | CCUAGACACUC | 140032 ( Carl}; bad siRNA 3
BCKDK CCUACAAUMt-3 USA)

) Applied
Silencer® 5’- BiFZ) ps lztems .
Select gegen | AGACCGUCACC | 520126 ( Carlys bad siRNA 5
BCKDK UCCUUUUA(tt-3’ USA) ’

2.8 Losungen fiir die Polyacrylamid-Gele

2.8.1 Rezept fiir die Trenngellosung

Tabelle 13: verwendetes Rezept fiir die Trenngellosung, Ansatz fiir 2 Gele

Trenngellosung 10% Gel | 12% Gel | 15% Gel
Trenngelpuffer (Protokoll s. Kapitel 2.9) | 3,0ml 3,0ml 3,0ml
H>O dd. 4,4ml 3,6ml 2,4ml
Acrylamid-Lésung (30%) 4,0ml 4,8ml 6,0ml
Glycerin 0,6ml 0,6ml 0,6ml
10%iges APS 20ud 20ul 20ul
TEMED 20l 20l 20ul




2.8.2 Rezept fiir die Sammelgellosung
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Tabelle 14: verwendetes Rezept fiir die Sammelgellosung (Endvolumen: 100ml)

Sammelgellosung
Sammelgelpuffer (Protokoll s. Kapitel 2.9) 25ml
H>O dd. 59ml
Acrylamid-Losung (30%) 16ml
2.9 Puffer fiir Western Blot-Analysen
Tabelle 15: verwendete Pufferlésungen
Trenngelpuffer | Sammelgelpuffer | 10x Laufpuffer Blotting Puffer
. i 100ml Laufpuffer
1,5M Tris Base 0,5M Tris Base 200mM Tris Base | jhne SDS P
0,4%iges SDS 0,4%iges SDS 1,92M Glycin 200ml Methanol
pH 8.8 pH 6,8 1%iges SDS 700ml H>0 dd.
4x SDS-Probenpuffer 10x TBS
2g Tris HC1 (253mM) + 25mg Bromphenolblau 24,2¢ Tris Base
gelost in 25ml destilliertem H,O
80g NaCl
Auffiillen der Losung mit 45ml Glycerin
pH 6.8 15ml 37%ige HCl
Hinzufiigen von 5ml 20%iger SDS-Losung pH 7,6
2.10 Antikorper fiir Western Blot-Analysen
2.10.1 Priméar-Antikorper
Tabelle 16: verwendete Primér-Antikorper
Name Herkunft | Kat.-Nr. Hersteller Verdiinnung
Santa Cruz
anti-B-Aktin Kaninchen | sc-1616 HRP | Biotechnology 1:30.000
(Dallas, USA)




Fortsetzung Tabelle 16: verwendete Primér-Antikorper
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. Sigma-Aldrich )
anti-BCKDK ‘ Maus SAB1406968 (St. Louis, USA) 1:1000
Antigensequenz:

MILASVLRSG PGGGLPLRPL LGPALALRAR STSATDTHHV EMARERSKTV
TSFYNQSAID AAAEKPSVRL TPTMMLYAGR SQODGSHLLKS ARYLQQELPV
RTAHRIKGFR CLPFIIGCNP TILHVHELYI RAFQKLTDEFP PIKDQADEAQ
YCQLVRQLLD DHKDVVTLLA EGLRESRKHI EDEKLVRYFL DKTLTSRLGI
RMLATHHLAL HEDKPDFVGI ICTRLSPKKI IEKWVDFARR LCEHKYGNAP
RVRINGHVAA RFPFIPMPLD YILPELLKNA MRATMESHLD TPYNVPDVVI
TIANNDVDLI IRISDRGGGI AHKDLDRVMD YHFTTAEAST QDPRISPLEG
HLDMHSGAQS GPMHGFGFGL PTSRAYAEYL GGSLQLQSLQ GIGTDVYLRL
RHIDGREESF RI
Santa Cruz
anti-C-myc Maus sc-40 Biotechnology 1:500
(Dallas, USA)
Cell Signaling
anti-Caspase-3 | Kaninchen | 9662 Technology 1:1.000
(Danvers, USA)

. Cell Signaling
ér:;_;l:;\;ed Kaninchen | 9661 Technology 1:1.000

p (Danvers, USA)

Santa Cruz

anti-Cyclin A | Kaninchen | sc-751 Biotechnology 1:1000
(Dallas, USA)

anti-Cyclin D1 | Kaninchen | ab16663 Abcam . 1:500
(Cambridge, UK) '

. Cell Signaling

%:Hj/zcli ! Kaninchen | 2947 Technology 1:1000

P (Danvers, USA)

Santa Cruz

anti-p27 Kaninchen | sc-528 Biotechnology 1:500
(Dallas, USA)
Cell Signaling

anti-PARP Kaninchen | 9542 Technology 1:1.000
(Danvers, USA)
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2.10.2 Sekundir-Antikorper

Tabelle 17: verwendete Sekundar-Antikorper

Name Herkunft | Kat.-Nr. Hersteller Verdiinnung
anti-Kaninchen Cell Signaling

HRP- Ziege 7074 Technology 1:10.000
gekoppelt (Danvers, USA)

anti-Maus Cell Signaling

HRP- Pferd 7076 Technology 1:10.000
gekoppelt (Danvers, USA)
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung

Die Zellen wurden in DMEM, das mit 10% FBS versetzt worden war (FBS-
DMEM), in einer 250ml-Gewebekulturflasche im Inkubator bei 37°C und 5% CO»
kultiviert. Thr morphologischer Zustand wurde tiglich lichtmikroskopisch iiber-
wacht.

Die Zellen wurden zweimal wochentlich passagiert, um ein stetes Wachstum zu
gewihrleisten. Hierzu wurde bei einer Konfluenz von circa 70% das alte Medium
abgesaugt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 10ml PBS gewaschen. Da es sich
bei den verwendeten Zelllinien des Pankreaskarzinoms (Panc-1, S2-007, PaTu-
8988t) um adhirente Zellen handelt, mussten sie vor dem Umsetzen abgeldst wer-
den. Hierzu wurden 3ml 0,25%iges Trypsin-EDTA zu den Zellen gegeben und drei
Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablésen wurden die Zellen mit einer Pipette
durch auf- und absaugen vereinzelt und anschlieBend mit frischem Medium aufge-
nommen. Je nach Verdopplungszeit der verschiedenen Zelllinien wurden Verdiin-

nungen von 1:3 bis 1:10 hergestellt.

3.1.2 Zellzihlung
Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauer-Zihlkammer verwendet. Die Zellen
wurden sorgfiltig vereinzelt und im Anschluss zwischen Deckglédschen und Objekt-
trager pipettiert. In einer Neubauer-Zahlkammer entsteht nach Auflegen des Deck-
glases ein definierter Hohlraum, in dem sich die Zellen durch Kapillarkrifte
gleichmaBig verteilten. Es wurden alle Zellen gezihlt, die sich innerhalb der vier
gekennzeichneten Felder auf dem Objekttrager befanden. Um den Zellgehalt je
Milliliter zu erhalten, wurde der Mittelwert aus den vier ermittelten Werten gebildet

und mit 10* multipliziert.

3.1.3 Transiente Transfektion
Um die Funktion der BCKD-Kinase ndher zu untersuchen, wurde die Expression
des kodierenden Gens in verschiedenen Zelllinien voriibergehend unterdriickt.

Hierzu wurden Repressionskonstrukte in Form von small interfering RNA (siRNA)
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mithilfe des kationischen Lipidreagenz siLentFect durch Lipofektion in die Zellen
eingebracht. Je nach Basenfolge der jeweiligen siRNA (siche Kapitel 2.7.4) bindet
diese in der Zelle an einen definierten Zielbereich der mRNA und fiihrt zu deren
Abbau. Es wurden drei verschiedene siRNAs gegen BCKDK sowie eine ,,non-
silencing“-siRNA (ns-siRNA, si-Kontrolle) zur Kontrolle verwendet. Je Versuch
wurden also fiinf verschiedene Zellensitze ausgesit: die unbehandelten Zellen so-
wie vier behandelte Sitze: die ns-siRNA und drei verschiedene siRNAs gegen
BCKDK (siRNA 1, 3 und 5).

Zunichst wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70% in verschiedene Zellkul-
turplatten ausgesat. Nachdem sich die Zellen aus der Suspension gesetzt hatten (cir-
ca 8 Stunden), wurde das Transfektionsgemisch hinzugefiigt.

Die Transfektionsansdtze wurden in Polysterengefdlen nach folgendem Protokoll

vorbereitet:

Tabelle 18: Ansatz pro siRNA fiir 1 ml Endvolumen
1. Ansatz 2. Ansatz
98ul FBS-freies DMEM 98ul FBS-freies DMEM

+ 2ul siRNA bzw. Kontroll-siRNA
[Endkonzentration: 20uM]

+ 1,5ul SiLentFect

Die Ansitze wurden jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schlieBend mit einer Pipette vermischt. Diese Mischung wurde erneut 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie mit 800ul FBS-DMEM vermischt und zu
den Zellen gegeben wurde. Innerhalb der 20-miniitigen Inkubationszeit bildet das
siLentFect einen Komplex mit der jeweiligen siRNA, der spiter die Aufnahme
durch die Zellen vermittelt.

Fiir ein optimales Wachstum der Zellen erfolgte die Inkubation im Brutschrank.
Um tiberschiissiges Transfektionsreagenz vollstindig zu entfernen, wurde 16 Stun-

den nach der Transfektion das Medium gewechselt.

3.1.4 Viabilititsassay
Viabilititsassays (MTT-Assays) ermdglichen eine sensitive Messung der Zellviabi-
litit. Hierzu wurden in eine 12-Loch-Zellkulturplatte pro Loch 2,4x10* Zellen aus-

gesdt und die entsprechenden siRNAs nach oben beschriebenem Protokoll trans-
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fiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium abgesaugt und je

Loch durch 200ul MTT-Medium ersetzt.

Dieses war wie folgt zusammengesetzt:
MTT-Reagenz: Smg Thiazolylblau (MTT) in 1ml PBS gelost
MTT-Medium: 12ml FBS-freies DMEM + 1ml MTT-Reagenz.

MTT ist ein Tetrazoliumsalz, welches als gelber Farbstoff sichtbar ist. Es wird
durch NADPH-abhingige Enzyme im endoplasmatischen Retikulum der Zellen zu
dem blauen Farbstoff Formazan reduziert. Dementsprechend korreliert die Glyko-
lyserate der Zellen mit der Menge an umgesetztem Farbstoff, welche im MTT-
Assay als Farbumschlag von gelb zu blau sichtbar wird.

Nach zweistiindiger Inkubation im Brutschrank hatten die Zellen den Farbstoff ent-
sprechend ihrer Stoffwechselaktivitidt umgesetzt. Nun wurde das MTT-Medium ab-
gesaugt und die Zellen mittels 200ul Solubilization Solution (10% Triton X 100
und 0,1M HCI in Isopropanol) aufgeldst, wodurch der Farbstoff freigesetzt wurde.
Die gefirbte Losung wurde je nach Farbintensitéit mit PBS verdiinnt und anschlie-

Bend mittels Photometer Multiskan FC bei 595nm gemessen.

3.1.5 Proliferationsassay

Zusitzlich zur Anzahl der lebenden Zellen sollte deren Proliferation bestimmt wer-
den. Hierzu wurde mithilfe des ,,Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemilumines-
cent)“-Kit ein BrdU-Assay durchgefiihrt.

Hierfiir wurden 2,4x10° Zellen je Loch einer ViewPlate-96 Black ausgesit und
nach Protokoll transfiziert. Pro Probe wurde die Proliferation in je drei Vertiefun-
gen gemessen, wihrend die vierte Vertiefung zur Messung der Hintergrundaktivitit
diente. Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt
und durch 100ul BrdU-haltiges FBS-DMEM (,,Labelingsolution®) ersetzt.
Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Pyrimidinanalogon, welches bei Neusynthese der
DNA in der S-Phase anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird. Nach
6-stiindiger Inkubation im Brutschrank wurde je Loch 200ul ,,Fix Denate* auf die
Zellen gegeben und nach einer Stunde wieder abgenommen. Mittels ,,Fix Denate*
werden die Zellen sowohl fixiert als auch lysiert, sodass die DNA frei zugénglich

wird. Dies ermoglicht den Antikorpern, die als nédchstes auf die Zellen gegeben



Methoden | 28

wurden (,,Anti-BrdU-POD workingsolution®), an die in die DNA eingebauten
BrdUs zu binden. Nach erneuten 90 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen
dreimal mit 200ul ,,Washingsolution* gewaschen, um ungebundene Antikérper ab-
zuspiilen. Nun wurden 100ul ,,Substrate solution hinzugegeben. Dieses Substrat
wird durch die an die Antikorper gebundene Peroxidase oxidiert, wodurch Chemo-
lumineszenz entsteht. Das emittierte Licht (rLE/s) wurde innerhalb der nichsten
zehn Minuten im Luminometer Centro LB 960 erfasst. Die Lichteinheiten pro Se-
kunde korrelieren dabei mit der Menge an neu synthetisierter DNA und somit mit

der Proliferationsaktivitat der Zellen.

3.1.6 Zellzyklusanalysen

Um in Zellpopulationen die prozentuale Verteilung von Zellen in unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus zu analysieren, wurden die Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert.

Hierfiir wurden zwei 6-Loch-Kulturplatten mit unterschiedlichen Zellzahlen besit,
um zu unterschiedlichen Analysezeitpunkten eine Konfluenz von 80% gewéhrleis-
ten zu konnen. StandardméBig wurden Zellen 48h und 72h nach Transfektion ana-
lysiert. Fiir den 48-Stunden-Zeitpunkt wurden 12,5x10* Zellen pro Loch und fiir
den 72-Stunden-Zeitpunkt 9x10* Zellen pro Loch ausgesit. Die Zellen wurden nach
Protokoll transfiziert.

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen abgenommen und bei 1500 UpM
fiir drei Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 500ul kaltem PBS
gewaschen, in ein FACS-Réhrchen iiberfiihrt und erneut zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und die Zellen in 50ul kaltem PBS resuspendiert. Nun wur-
de unter konstanter Durchmischung (Vortex) 1ml eiskalte 70%ige Ethanolldsung zu
der Suspension getropfelt. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 4°C waren die Zellen
fixiert. Nun wurde die Losung erneut bei 1500 UpM drei Minuten zentrifugiert, der
Uberstand vorsichtig abgenommen und die Zellen dreimal mit 500ul eiskaltem PBS
gewaschen. Im ndchsten Schritt wurde die Farbung der Zellen vorgenommen. Hier-
fiir wurden die Zellen in 500ul einer ,,Violet Stain“-Losung (Endkonzentration
Ing/ul in PBS) verteilt. Bei Raumtemperatur und im Dunkeln wurden die Zellen fiir
45 Minuten in der Losung belassen. In dieser Zeit lagert sich der fluoreszierende
Farbstoff an die DNA der Zellen an. Diese farben sich folglich je nach Zellzyklus-

progression und entsprechendem DNA-Gehalt unterschiedlich stark an. Im An-
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schluss wurde die Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle im Durchflusszytometer LSR
IT mit dem violetten Laser bei einer Wellenldnge von 405nm und einem Bandpass
Filter von 440/40nm gemessen und die Zellen ihrer Fluoreszenz entsprechend den
jeweiligen Zellzyklusphasen (G1-, S- und G2-Phase) zugeordnet. Fiir die Auswer-

tung der ermittelten Daten wurde die Software FlowJo verwendet.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA-Isolation
Zur Uberpriifung der Expression des zu untersuchenden Gens wurde die RNA 48
Stunden nach der Transfektion mithilfe des ,,peqGOLD Total RNA Kit* aus den
Zellen isoliert. Dieser Vorgang wurde gemél Herstellerangaben durchgefiihrt. Zu-
nichst wurden die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer aufgebrochen sowie die
vorhandenen Enzyme (vor allem RNAsen) inhibiert. AnschlieBend wurde das Lysat
mittels Zentrifugation durch eine Shredder-Sdule homogenisiert. Der Durchfluss
wurde mit 70%igem Ethanol vermischt, um die enthaltene RNA zu fillen. Das Ge-
misch wurde auf eine HiBind® RNA-Séule gegeben. RNA ab einer Linge von 200
Nukleotiden konnte nun an die in der Séule enthaltene Silikonmembran binden.
Verbliebene Proteine, DNA und Kontaminationen wurden hingegen durch mehrere
Waschvorginge abzentrifugiert und verworfen. Abschliefend wurde die gereinigte
RNA fiir zwei Minuten trockenzentrifugiert und mit sterilem, RNAse-freiem Was-

ser eluiert. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

3.2.2 ¢cDNA-Synthese

Im Anschluss an die RNA-Isolation wurde aus der gewonnenen RNA cDNA syn-
thetisiert.

Zunichst wurde die Konzentration der isolierten RNA mit dem Nanodrop ND-1000
gemessen. Zur Durchfiihrung der PCR wurde mithilfe des ,,Omniscript Reverse
Transcription Kit* jeweils 1pg RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die
notwendige Menge an RNA mit RNAse-freiem Wasser auf 14,1l aufgefiillt und je
5,9ul des Mastermix hinzugefiigt. Die Zusammensetzung des Mastermixes war wie

folgt:
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Tabelle 19: Mastermix fiir die cDNA-Synthese

Mastermix: je Probe

H>O dd Tul

Reverse Transkriptase 0,5ul Endvolumen: 20ul
dNTP Mix (5SmM) 2ul 5,90l Mastermix +

10x Puffer 2ul

Oligo-dT Primer (100pM) | 0,4pl 14,1ul RNA in Wasser

Der Reaktionsansatz wurde nun fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Syn-

these erfolgte die Lagerung der cDNA bei -20°C.

3.2.3 Quantitative RealTime-PCR
Bei der qRT-PCR werden durch Bindung spezifischer Primer bestimmte Teile der
cDNA mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion vervielfacht. Hierzu wurde nach

dem folgenden Protokoll ein Mastermix angesetzt und mit der neusynthetisierten

c¢DNA vermischt:

Tabelle 20: Mastermix fiir die qRT-PCR

Mastermix je Probe

SYBR® Green PCR Master Mix | 10ul Endvolumen: 20ul

Primer forward (10pmol) 0,2ul 19ul Mastermix +

Primer reverse (10pmol) 0,2ul

H,0 dd. 8,6ul 1ul cDNA (1:10 verdiinnt)

Der hinzugefiigte SYBR® Green PCR Master Mix ist eine Pufferlosung, die den
Farbstoff SYBR Green I enthélt. Zudem sind ihm sowohl die AmpliTaq Gold®
DNA Polymerase als auch Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) beigefiigt, die fiir
die Herstellung der neuen DNA-Stringe notwendig sind.

Die PCR selbst lief in drei Schritten ab: der Aktivierungsphase, der Amplifikati-
onsphase sowie der Schmelzkurvenanalyse.

Zunichst erfolgte die Aktivierungsphase bei 95°C. In dieser Phase werden sowohl
noch enthaltene Enzyme, als auch die in der DNA enthaltenen Wasserstoftbriicken-
bindungen denaturiert. Die Tag-DNA-Polymerase hingegen wird erst durch die ho-
hen Temperaturen aktiviert. Bei Raumtemperatur hat die Polymerase hitzelabile,
aktivitatsblockierende Gruppen gebunden, die bei 95°C zerstort werden, wodurch
das Enzym entblockt wird.

Im Anschluss folgte die Amplifikationsphase, in der innerhalb von 40 Zyklen die
genspezifische cDNA vervielfiltigt wird. Jeder dieser 40 Zyklen unterteilt sich
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wiederum in drei Phasen. In der ersten Phase, der Denaturierungsphase, wird die
doppelstrangige DNA bei erneuter Erhitzung auf 95°C in zwei Einzelstringe ge-
trennt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch auf 60°C abgekiihlt, wodurch sich
die im Mastermix enthaltenen Primer an die passende Stelle des DNA-
Einzelstrangs anlagern konnen (Annealing). In der anschlieBenden Verldngerungs-
phase lagert sich die Tag-DNA-Polymerase an die gebundenen Primer an und be-
ginnt unter Benutzung der beigefiigten dNTP die Synthese des komplementéiren
DNA-Strangs.

SYBR Green I absorbiert griines Licht bei einer Wellenlédnge von 521nm. Wiahrend
der Amplifikation lagert sich der Farbstoff in die neu synthetisierte doppelstrangige
DNA (dsDNA) ein, wodurch die Intensitdt des Fluoreszenzsignals zunimmt. Die
Zunahme der Fluoreszenz ist somit direkt proportional zur Anzahl der neusyntheti-
sierten dsDNA-Stringe. Das emittierte Fluoreszenzsignal wird in jedem Zyklus
nach der Annealing-Phase von der im 7500 Fast Real-Time PCR System enthalte-
nen Kamera registriert, von der Software ausgewertet und in einen Kurvenverlauf
eingetragen. Hierdurch wird zeitgleich zur Amplifikation der DNA eine Quantifi-
zierung der DNA-Menge in Echtzeit mdglich, daher der Name ,,RealTime-PCR*.
Im Laufe der Amplifikation entsteht somit eine exponentielle Kurve, welche die
Menge an amplifizierter DNA darstellt.

Da bei der Bindung des SYBR Greens keine Sequenzspezifitit besteht, wurde im
Anschluss an jede PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei wird die
Temperatur langsam in Schritten von 0,2°C auf 95°C erhoht und auf jeder Stufe die
Fluoreszenz gemessen. Die Temperaturerhohung fiihrt zu einem Aufschmelzen des
DNA-Doppelstrangs, der Doppelstrang denaturiert in zwei Einzelstrdnge. Die Tem-
peratur, bei der die Denaturierung stattfindet, ist abhéngig von der Linge und Ba-
senzusammensetzung des DNA-Fragmentes. Liegen 50% der Fragmente doppel-
strangig und 50% einzelstringig vor, ist die fragmentspezifische Schmelztempera-
tur erreicht. Durch die Denaturierung wird das eingelagerte SYBR Green freige-
setzt; die Abnahme der Fluoreszenz wird registriert und verwertet. Die entstehende
Schmelzkurve ermdglicht es, zu kontrollieren, ob in jeder PCR-Reaktion jeweils
nur ein spezifisches Produkt entstanden ist.

Zur Normalisierung der PCR-Ergebnisse wurde zusitzlich mittels spezifischer Pri-
mer die cDNA fiir das Gen RPLPO amplifiziert. Dieses ,,Haushaltsgen* wird in al-

len Pankreaszellen ubiquitéir exprimiert und kaum reguliert. Um eine relative Quan-
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tifizierung der Zielgen-Expression zu erhalten, wurde die Expression des Zielgens
mit der des Haushaltsgens ins Verhiltnis gesetzt. Diese Art der Quantifizierung re-
duziert den Einfluss moglicher Fehlerquellen auf das Expressionsergebnis. Dem-
entsprechend ermoglicht die relative Quantifizierung einen Vergleich der relativen
Expressionsergebnisse in voneinander unabhingigen Versuchsdurchldufen.

Um eine Verunreinigung der Proben und damit eine mogliche Fehlerquelle auszu-
schlieBen, wurde fiir alle analysierten Gene eine Wasserkontrolle mitgefiihrt. Hier-
bei wurde das flir die cDNA-Synthese sowie fiir die Mastermixherstellung verwen-
dete sterile Wasser anstelle der cDNA mit dem Mastermix versetzt und in die PCR-
Platte pipettiert. Zeigte die Negativkontrolle eine Zunahme der Fluoreszenz und
somit eine Amplifikation von DNA, konnte von einer Verunreinigung ausgegangen

werden und das Ergebnis wurde verworfen.

3.3 Immunologische Methoden (Western Blot-Analysen)

3.3.1 Vorbereitung der Lysate
In 6¢cm-Schalen wurden je Ansatz circa 2x10° Zellen ausgesit und nach Protokoll
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem Zell-
schaber geerntet und mitsamt Medium in ein Falcon tberfiihrt. Nach 5-miniitiger
Zentrifugation bei 16000 UpM wurden die erhaltenen Zellpellets mit 1ml PBS re-
suspendiert und die Suspension in 1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefdalle iiberfiihrt.
Nach erneuter fiinfminiitiger Zentrifugation bei 13000 UpM fand die Behandlung
der Zellen statt. Hierfiir wurden die erhaltenen Zellpellets grof3enabhéngig in circa
100pul eines Mastermix (Rezept wie folgt) resuspendiert und anschlieend auf Eis

gelagert:

Tabelle 21: Mastermix zur Proteinlysatherstellung (Endvolumen: 1ml)

Mastermix

EDTA 0,5M Tul
Na3VO4 100mM 20ud
PMSF 100mM 10ul
NagP,0O7 * 10 H,O 100mM 25ul
NaF 1M 50ul
PBS 1x 884ul
Protease Arrest 100x 10ul
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Diese Suspension wurde nun mit einer Ultraschall-Sonde beschallt. Hierdurch wur-
den die Zellen mechanisch zerstort und die enthaltenen Proteine freigesetzt.

Die anschlieBende Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde nach der Brad-
ford-Methode durchgefiihrt. Hierzu wurde in eine 96-Loch-Platte 150ul Coomassie
Plus Protein Assay Reagent pipettiert, je 2ul der Probe hinzugefiigt und eine Inku-
bationszeit von 5 Minuten abgewartet. In dieser Zeit bildet der Farbstoff ,,Coomas-
sie Plus Protein Assay Reagent*“ Komplexe mit den in der Probe enthaltenen Prote-
inen, wodurch sich sein Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm verschiebt.
Je nach Proteinkonzentration der zugefiigten Proben nahm die Absorption unter-
schiedlich stark zu, was in Form einer Blaufarbung sichtbar wurde. Diese Verdnde-
rung in der Absorption konnte anschlieBend im Photometer Multiskan FC bei
595nm gemessen werden. Mit Hilfe von sechs definierten Konzentrationen an Kal-
berserumalbumin wurde parallel eine Eichgerade erstellt, welche in der Folge als
Standard diente. Mittels dieser Eichgeraden konnten im Anschluss an die Messung
die Proteinkonzentrationen der Proben errechnet werden. Die fertigen Zelllysate

wurden bei -20°C gelagert.

3.3.2 SDS-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der extrahierten Proteine nach ihrer Grof3e wurde die SDS-PAGE-
Methode verwendet (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese). Hierbei wandern die
Proteine abhdngig von ihrer Grofe unterschiedlich schnell durch ein Poly-
acrylamid-Gel, an das eine Spannung angelegt wird.

Je nach Grofle der nachzuweisenden Proteine wurden Gele mit 10%, 12% oder 15%
Acrylamidgehalt verwendet, die jeweils aus Trenngel und Sammelgel bestanden.
Das Trenngel wurde nach dem in Kapitel 2.8.1 genannten Rezept gegossen. Fiir
zwei Gele wurden 500ul der Trenngel-Losung in ein 1,5ml-Eppendorf-
Reaktionsgefal3 pipettiert und mit 2,5ul 10%igem APS sowie 2,511 TEMED ver-
setzt. Diese ,,Stopplosung® wurde als erstes zwischen die Glasplatten pipettiert, po-
lymerisierte binnen Sekunden am Grund der Form und verhinderte so das Auslau-
fen des restlichen Gels. Im néchsten Schritt wurden Sml des Trenngels ein- und die
Form schlieBlich mit 2ml des Sammelgels aufgefiillt. Dieses setzte sich fiir zwei
Gele aus 4ml der bei 4°C gelagerten Sammelgellosung (Rezept siehe Kapitel 2.8.2)
und 10pl 10%igem APS sowie 10ul TEMED zusammen.



Methoden | 34

Nach ungefahr 45 Minuten waren die Gele polymerisiert und konnten in die Gel-
kammer eingebaut werden. Diese wurde mit SDS-Laufpuffer (Rezept siche Kapitel
2.9) aufgefiillt.

Um die Proteine nach ihrer Grofie aufteilen zu konnen, mussten sie zunéchst entfal-
tet und ihre Eigenladung maskiert werden. Die enthaltenen Disulfidbriicken wurden
durch Zugabe von 7ul DTT zu 50ul der Probe gespalten. Zusitzlich wurden 16ul
4x-SDS-Probenpuffer (Rezept siche Kapitel 2.9) hinzugefiigt. Das SDS lagert sich
an die Proteine an und sorgt so fiir eine gleichmifBig negative Ladung. Hierdurch
wandern die Proteine im Gel von der Kathode zur Anode und die Geschwindigkeit
bleibt unabhingig von der individuellen Ladung eines Proteins. Anschlieend wur-
de die Quartdrstruktur der Proteine durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C aufge-
brochen.

Nun konnten die Taschen der Polyacrylamid-Gele beladen werden. In die &duf3erste
Tasche wurde zunéchst Sul eines PageRulers pipettiert. Dieses lduft mit den Protei-
nen durch das Gel und trennt sich der Grofle nach farbig auf. Dementsprechend
kann spédter zugeordnet werden, an welcher Stelle des Gels welche Proteingroe zu
finden ist. AnschlieBend wurden je 10ug der einzelnen Proben in die restlichen Ta-
schen gefiillt.

Zunichst durchliefen die Proben bei einer Spannung von 120V das Sammelgel, in
dem sie zu einer scharfen Bande zusammenliefen. Erst im Trenngel findet die ei-
gentliche Auftrennung der Proteine statt. Hatten die Banden das Trenngel erreicht,
wurde die Spannung auf 160V gestellt, um die Laufgeschwindigkeit zu erhdhen.
Sobald sich die Proteine ausreichend aufgetrennt hatten, wurde der Stromfluss ab-
gestellt und die Gele mitsamt den geladenen Proteinen aus der Gelkammer heraus-

genommen.

3.3.3 Transfer von Proteinen
Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit einem Antikorper detektieren
zu kénnen, mussten sie zunéchst auf eine Nitrocellulosemembran transferiert wer-
den. Dies geschah mittels Tank-Blot-Verfahren. Hierzu wurde das Gel auf eine
Nitrocellulosemembran gelegt, mit Filterpapier ummantelt und mithilfe von
Schwidmmen fest in ein Sieb eingespannt. Die Blotting-Apparatur wurde mit Blot-
ting Puffer (Rezept siehe Kapitel 2.9) aufgefiillt und ein elektrisches Feld mit einer

Spannung von 300mA angeschlossen. Das elektrische Feld steht hier senkrecht zu
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dem der SDS-PAGE und veranlasst so die Proteine dazu, aus dem Gel in die ange-
legte Nitrocellulosemembran zu wandern. Je nach Proteingrof3e musste zwischen 30
und 75 Minuten geblottet werden, wobei Proteingewicht und Blotting-Zeit mitei-
nander korrelieren.

Um den Erfolg des Proteintransfers zu iiberpriifen, wurde die Membran im An-
schluss fiir einige Minuten in eine Ponceau-S-Losung gelegt. Diese farbt die Prote-
ine auf der Membran an. Das Ergebnis wurde eingescannt und die Ponceau-
Féarbung mithilfe von TBS-T (TBS (Rezept siche Kapitel 2.9) versetzt mit 0,1%
Tween 20) wieder abgespiilt.

3.3.4 Immunoblotting
Um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, wurde die Membran
nun fiir 2-4 Stunden auf dem Kippschiittler bei 4°C mit 5%iger Milch (Milchpulver
gelost in TBS-T) geblockt.
Da bei dem verwendeten BCKDK-Antikorper tendenziell viele unspezifische Bin-
dungen auftraten, wurde die entsprechende Membran fiir den Nachweis der
BCKDK grundsitzlich mit Triton X 100 statt mit TBS-T gewaschen. Ebenso wurde
hier die Milch mit Triton X 100 anstelle von TBS-T angesetzt.
Nachdem die Membran ausreichend geblockt worden war, wurden die jeweiligen
Erstantikorper (siehe Kapitel 2.10.1) gegen die zu bestimmenden Proteine auf die
Membran pipettiert und tiber Nacht (circa 12 Stunden) bei 4°C auf dem Schiittler
inkubiert. Die Antikdrper wurden in Verdiinnungen von 1:1000 bis 1:500 in 5%iger
Milch (Milchpulver geldst in TBS-T) angesetzt und bei -20°C aufbewahrt.
Am nidchsten Morgen wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 Minuten mit
TBS-T gewaschen, um ungebundene Antikorperreste zu entfernen. Im Anschluss
wurde sie mit dem Zweitantikdrper angefarbt. Dieser bestand je nach verwendetem
Erstantikoper aus Anti-Maus-IgG oder Anti-Kaninchen-IgG, an die eine Meerret-
tich-Peroxidase gekoppelt war (siehe Kapitel 2.10.2). Die Zweitantikorper wurden
in einer Verdiinnung von 1:10000 in 5%iger Milch immer frisch angesetzt. Nach
einer einstlindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Membran wie
zuvor dreimal fiir jeweils 10 Minuten mit TBS-T gewaschen. Je nach Stirke der
Antikorperbindung wurde nun ECL-Plus oder ECL-Ultra auf die Membran pipet-

tiert und fur etwa 30 Sekunden darauf belassen. Das ECL wurde von der Peroxidase



Methoden | 36

unter Freisetzung von Lichtsignalen umgesetzt und mit Hilfe der Chemocam als
Detektionssystem aufgezeichnet und quantifiziert.

Um die Proteinladung der einzelnen Gelspuren zu iiberpriifen, wurde nach erneu-
tem Waschen ein Aktin-Antikorper auf die Membran gegeben. Dieser wurde zwei
Stunden auf einem Schiittler bei 4°C inkubiert, bevor die Membran gewaschen, mit
ECL-Plus betropfelt und mittels Chemocam ausgewertet werden konnte. Die nun
sichtbare Bande diente als MaBstab fiir die Menge an geladenem Protein. Im Rah-
men der Auswertung wurde die Expression der jeweiligen Proteine ins Verhiltnis

zu dieser Kontrolle gesetzt.

3.4 Statistische Auswertung
Allen Ergebnissen liegen mindestens drei unabhingig reproduzierte Experimente
zugrunde. Aus allen numerischen Ergebnissen wurden die Mittelwerte gebildet und
die dazugehorigen Standardabweichungen berechnet.
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels eines einseitigen, unge-
paarten Student’s t-Test. Dabei wurde ein Wert von p < 0,05 als signifikant und ein

Wert von p < 0,01 als hochsignifikant gewertet.
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Ergebnisse

Die Einzelcharakterisierung des BCKDK-Gens sollte seinen Einfluss auf das Zell-
wachstum und die Proliferation zeigen. Hierfiir wurden in verschiedenen Zelllinien
Repressionsanalysen durchgefiihrt und die Effekte mittels funktioneller sowie me-

chanistischer Analysen untersucht.

Expression von BCKDK im Pankreasgewebe

In Vorversuchen der Arbeitsgruppe wurde die Expression von BCKDK auf mRNA-
Ebene mittels qRT-PCR untersucht. Hierbei wurde die verwendete mRNA aus ge-
sundem sowie erkranktem humanem Pankreasgewebe gewonnen. Es zeigte sich ei-
ne leichte Zunahme der relativen BCKDK-Expression im Pankreaskarzinomgewe-
be im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe sowie der chronischen Pankreatitis
(Abb. 8). Zudem war die Expression von BCKDK-mRNA in allen untersuchten
Zelllinien des Pankreaskarzinoms nachweisbar, wobei die relative Expression in

den Panc-1-Zellen leicht {iber dem Niveau der anderen Zelllinien lag (Abb. 9).
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Abbildung 8: BCKDK-Expression in verschiedenen Geweben des Pankreas.

Darstellung der Expression von BCKDK auf mRNA-Ebene im Vergleich zum Haushalts-
gen RPLPO (qRT-PCR). Dargestellt sind der Median, das obere sowie untere Quartil und
die Maximal- bzw. Minimalwerte innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstandes. Cancer
= Pankreaskarzinomgewebe (n=12), C.P. = Chronische Pankreatitis (n=5), Donor = Gesun-

des Pankreasgewebe (n=8), * = Outliers.
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Abbildung 9: BCKDK-Expression in verschiedenen Zelllinien des PDAC.
Darstellung der Expression von BCKDK auf mRNA-Ebene im Vergleich zum Haus-
haltsgen RPLPO (qQRT-PCR).

Basierend auf diesen Vorversuchen wurden drei Zelllinien des Pankreaskarzinoms
ausgesucht, um die weitere Charakterisierung der BCKDK mit ihnen durchzufiih-
ren. Eine dieser Zelllinien waren die Panc-1-Zellen, mit denen bereits das Kinome-

wide Screening durchgefiihrt worden war.

4.2 Repression der BCKDK-Expression

4.2.1 Repressionseffizienz auf mRNA-Ebene
Um die Transfektionseffizienz zu iiberpriifen, wurde zunédchst auf mRNA-Ebene
die BCKDK-Expression kontrolliert.
Die Messung der BCKDK-spezifischen mRNA mittels qRT-PCR zeigte, dass die
Expression dieses Gens mit den verwendeten siRNAs in allen drei Zelllinien hoch-
signifikant (p < 0,01) supprimiert werden konnte (Abb. 10). Es ergaben sich Re-

pressionsraten von bis zu 90%.
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Abbildung 10: SiRNA 1, 3 und 5 inhibieren die Translation von BCKDK effizient.
Drei Zelllinien wurden mit verschiedenen siRNAs behandelt und ihre RNA nach 48-stiindi-
ger Inkubation isoliert. Fiir die qRT-PCR wurde 1ug der isolierten RNA in ¢cDNA umge-
schrieben. Die ermittelte BCKDK-Expression wurde auf die Expression des Haushaltsgens
RPLPO normalisiert. Die Datenauswertung zeigt in den verwendeten Zelllinien fiir alle drei
siRNAs eine hochsignifikante Effizienz (p < 0,01) der Repression von ~90% im Vergleich
zur non-silencing siRNA. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhingig vonei-
nander reproduziert. PaTu-8988t: n=3; Panc-1: n=4; S2-007: n=3. Sil, 3, 5 =siRNA 1, 3
und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte
und Standardabweichung, die Signifikanz wurde mittels einseitigem Student’s t-Test ermit-

telt; * = p <0,05; **=p <0,01.

4.2.2 Repressionseffizienz auf Protein-Ebene
Als nédchstes wurde die Repressionseffizienz auf Protein-Ebene untersucht. Dies ge-
schah durch immunologische Behandlung der gewonnenen Proteinlysate mit einem
spezifischen BCKDK-Antikorper im Rahmen eines Western Blots. In drei vonei-
nander unabhdngig reproduzierten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass
das BCKDK-Signal nach Transfektion mit allen drei siRNAs deutlich geringer aus-
fiel als bei der Kontrollprobe (Abb. 11).
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Abbildung 11: SiRNA 1, 3 und 5 unterdriicken die Bildung der BCKDK in Panc-1
und S2-007-Zellen.

Die Proteinextrakte wurden 48 Stunden nach der Transfektion mit 3 verschiedenen siRNAs
geerntet. Anschliefend erfolgte der Nachweis mithilfe eines anti-BCKDK-Antikdrpers
(Verdiinnung 1:1.000). Die Western Blot-Analysen zeigten eine gute Repressions-Effizienz
fiir alle drei siRNAs. Gezeigt ist ein repriasentativer Blot. N=3. Sil, 3, 5 = siRNA 1, 3 und
5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen.

4.3 Funktionelle Assays

4.3.1 MTT-Assay

Um den Einfluss der BCKDK-Suppression auf das Uberleben der kultivierten Zel-
len zu untersuchen, wurden mit allen drei Zelllinien (Panc-1, PaTu-8988t, S2-007)
MTT-Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei wurde 72 Stunden nach Transfektion
der Anteil lebender Zellen bestimmt. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse fiir die
verschiedenen Zelllinien dargestellt.

In den einzelnen Experimenten zeigten sich abhidngig von der verwendeten siRNA
sehr unterschiedliche Effekte. Bei Verwendung der siRNA 1 war in allen drei Zell-
linien ein deutlicher Effekt zu sehen: die Zellviabilitdt sank signifikant (p < 0,05).
Die siRNA 3 hatte einen schwicheren Effekt, der lediglich in den Zellen der Panc-
1-Zelllinie signifikant ausfiel. Die Zellviabilitét fiel hier auf rund 85%. Die siRNA

5 wiederum hatte keinen Effekt auf das Uberleben der untersuchten Zelllinien.



Ergebnisse | 41

200%s

1803 -

160%

ol

140%
120%

H

PaTu-BOEEt (n=4)

ET ] .
1
-L _ B Panc-1{n=3)
B Suit2-007 (n=4]
T T T |~
53

55 =ik ntd

100%

gos e |

60% —— i

A40% T

20% 1 i

0% T
sil

Abbildung 12: SiRNA 1 verringert das Uberleben der untersuchten Pankreaskarzi-
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nom-Zelllinien signifikant.

72 Stunden nach der transienten Transfektion wurden MTT-Untersuchungen durchgefiihrt.
Ein signifikanter Effekt zeigte sich bei der siRNA 1 in allen verwendeten Zelllinien sowie
bei der siRNA 3 in den Panc-1-Zellen. Bei der siRNA 3 war in den anderen Zelllinien ein
nicht-signifikanter Einfluss der BCKDK-Repression nachweisbar. Bei der siRNA 5 wurde
kein Effekt beobachtet. Die Daten repriasentieren mindestens drei unabhingige Versuche.
PaTu-8988t: n=4; Panc-1: n=3; S2-007: n=4. Sil, 3, 5 = siRNA 1, 3 und 5; siK = non-
silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chung, die Signifikanz wurde mittels einseitigem Student’s t-Test ermittelt; * = p < 0,05;

= p <0,01.

4.3.2 BrdU-Assay

Die Untersuchung der Proliferation unter BCKDK-Repression erfolgte mittels
BrdU-Assay. Die Ergebnisse fiir die jeweiligen Zelllinien und siRNAs sind in Ab-
bildung 13 dargestellt.

Vergleichbar mit den Erkenntnissen aus den MTT-Versuchen variierten die Ergeb-
nisse in Abhdngigkeit von der verwendeten Zelllinie und siRNA. Eine signifikante
Abnahme der Zellproliferation (p < 0,05) wurde nur nach Transfektion der siRNA 1
in Panc-1- sowie S2-007-Zellen beobachtet. Des Weiteren verringerte die siRNA 3
die Proliferation in Panc-1-Zellen signifikant. Die Proliferation von PaTu-8988t-
Zellen war durch keine der verwendeten siRNAs zu beeinflussen. Analog zum
MTT (Abb. 12) zeigten die verwendeten Zelllinien keine Reaktion auf Transfektion
der siRNA 5.
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Abbildung 13: SiRNA 1 verringert die Proliferationsrate von Panc-1- und S2-007-Zel-
len.

48 Stunden nach Transfektion wurden mit drei Zelllinien BrdU-Untersuchungen durchge-
fiihrt. Ein signifikanter Effekt (p < 0,05) konnte fiir die siRNA 1 und 3 in Panc-1-Zellen so-
wie fir die siRNA 1 in S2-007-Zellen nachgewiesen werden. Die Daten reprisentieren
mindestens drei voneinander unabhingige Versuche. PaTu-8988t: n=3; Panc-1: n=5; S2-
007: n=3. Sil, 3, 5 =siRNA 1, 3 und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte
Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung, die Signifikanz wurde mittels

einseitigem Student’s t-Test ermittelt; * = p < 0,05; ** =p <0,01.

4.3.3 Western Blot-Analysen

Neben der verminderten Zellproliferation kann eine gesteigerte Apoptoserate der
Grund fiir die erniedrigte Zellviabilitéit sein. Um die apoptotischen Vorgénge inner-
halb der Zellen genauer zu analysieren, wurden zwei Apoptose-Marker (Caspase-3
und PARP) und ihre Spaltprodukte mittels Western Blot untersucht.

In den zwei verwendeten Zelllinien wurde die Transfektion nach Protokoll durchge-
fiihrt, die Zellen nach 48-stiindiger Inkubation lysiert und die gewonnenen Zelllysa-
te fiir Western Blot-Analysen verwendet.

Bei vier reproduzierten Versuchen konnte keine Spaltung von Caspase-3 gezeigt
werden (Abb. 14). Die Spaltung von PARP konnte hingegen in den mit den siRNAs
1 und 3 behandelten Versuchsproben nachgewiesen werden (Abb. 15). Im Gegen-
satz hierzu blieb die Spaltung bei Behandlung mit der siRNA 5 aus, es wurde also

keine Apoptose initiiert.
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Abbildung 14: Keine Caspase-3-Spaltung nach Repression von BCKDK.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die Proteinextrakte aus den Zellen isoliert und
im Western Blot mithilfe von Caspase-3- und cleaved Caspase-3-Antikdrpern beziiglich ih-
rer Apoptose-Signale analysiert. Fiir beide Zelllinien zeigte sich, dass eine Repression von
BCKDK nicht zu einer Spaltung von Caspase-3 fiihrte. Eine Validierung der Ergebnisse er-
folgte durch 4 unabhingige Experimente. Die Funktion der Antikdrper wurde mithilfe einer
Positivkontrolle iiberpriift. Gezeigt ist ein reprasentativer Blot. N=4. Sil, 3, 5 =siRNA 1, 3
und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen.
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Abbildung 15: PARP-Spaltung nach Repression von BCKDK mithilfe von siRNA 1
und 3.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die Proteine aus den Zellen isoliert und im Wes-
tern Blot mithilfe eines PARP-Antikorpers untersucht. Bei beiden Zelllinien fiihrte die
Transfektion mit den siRNA 1 und 3 zu einer Spaltung von PARP, wihrend die Behand-
lung mit der siRNA 5 im Vergleich zur Kontrollprobe keine Unterschiede zeigte. Der dar-
gestellte Western Blot wurde in vier unabhéngigen Versuchen reproduziert. Gezeigt ist ein
reprasentativer Blot. N=4. Sil, 3, 5 =siRNA 1, 3 und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd =

unbehandelte Zellen.
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4.4 Mechanistische Untersuchungen
In den Vorversuchen konnte nach Transfektion von zwei der drei verwendeten
siRNAs eine verminderte Zellproliferation gezeigt werden. Um ein genaueres Ver-
standnis fiir die zelluldiren Mechanismen in den transfizierten Zellen zu erlangen,

wurden Western Blot- sowie Zellzyklusanalysen durchgefiihrt.

4.4.1 Durchflusszytometrie

Um genauer zu bestimmen, in welcher Phase des Zellzyklus sich die Zellen befan-
den, wurden 48 Stunden und 72 Stunden nach Transfektion durchflusszytometri-
sche Analysen durchgefiihrt. Die Untersuchungen beschrinkten sich auf mit den
siRNAs 1 und 3 transfizierte Zellen, da fiir die siRNA 5 bislang in keinem der Ver-
suche ein nennenswerter Effekt der BCKDK-Repression nachgewiesen werden
konnte.

In den Abbildungen 16 und 17 sind reprédsentative Ergebnisse einer durchflusszy-
tometrischen Analyse von S2-007- sowie Panc-1-Zellen 48 Stunden nach Transfek-
tion dargestellt. Abbildung 16 zeigt die resultierenden Histogramme beider Zellli-
nien, wahrend Abbildung 17 die Verteilung der drei Zellzyklusphasen G1, S und
G2 in den untersuchten Zellen darstellt.

Zu den untersuchten Zeitpunkten (48 Std. und 72 Std. nach Transfektion) war eine
vergleichbare Verteilung zu beobachten. Nach Transfektion mit der siRNA 1 war in
beiden Zelllinien ein G2/M-Phasen-Arrest zu erkennen. Der Anteil der Zellen in der
G2-Phase stieg hier auf 45% im Vergleich zu 25% bei der Kontrolle an. Der Anteil
der in der G1-Phase befindlichen Zellen sank unterdessen von 50% in den Kon-
trollproben auf nur 30% in den mit der siRNA 1 transfizierten Zellen. Der Anteil
der Zellen in der Synthese-Phase blieb im Vergleich zur Kontrolle unverdndert. Bei
Transfektion der siRNA 3 konnte keine signifikante Verdnderung der Zellzyk-

lusstadien im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus 48 Stunden nach

Transfektion.

Fiir beide Zelllinien konnte in der mit der siRNA 1 behandelten Probe eine Zunahme der

Zellen beobachtet werden, die der G2-Phase zuzuordnen sind. Bei der siRNA 3 war hinge-

gen im Vergleich zur Kontrolle sowie zu den unbehandelten Zellen kein Unterschied mess-

bar. Gezeigt ist ein fiir beide Zelllinien reprisentatives Ergebnis. N=4. Sil, 3 = siRNA 1

und 3; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen.
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Abbildung 17: Auswertung der Zellzyklusanalyse 48 Stunden nach Transfektion mit-

tels Durchflusszytometrie.

Die siRNA 1 fiihrte in beiden Zelllinien zu einem G2/M-Phasen-Arrest. Die siRNA 3 hatte

hingegen keinen signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus. Gezeigt ist ein fiir beide Zeit-

punkte reprasentatives Ergebnis. N=4. Sil, 3 = siRNA 1 und 3; siK = non-silencing siRNA;

ntd = unbehandelte Zellen.
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4.4.2 Protoonkogen C-myc und Tumorsuppressor Retinoblastomprotein
Als Ursache fiir die verminderte Zellproliferation kommt eine Suppression des
Transkriptionsfaktors C-myc in Frage. Um seine Bildung in den behandelten Zellen
zu kontrollieren, wurden Western Blot-Analysen mit einem spezifischen Antikorper
gegen C-myc durchgefiihrt. In keiner der Versuchsproben (n=2) konnte eine Ande-
rung des C-myc-Gehalts der Zellen im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen wer-
den (Abb. 18). In explorativen Versuchen mit Panc-1 (n=2) und S2-007 (n=5) wur-
de die Phosphorylierung und damit Inaktivierung des Retinoblastomproteins unter-
sucht, das in der Zelle als Tumorsuppressor dient. Hierbei konnten jedoch keine
systematischen, siRNA-abhingigen Verdnderungen im Gehalt des pRB nachgewie-

sen werden (Daten nicht gezeigt).

Panc-1 - 48 Std. Suitz-o0o07 - 48 Std.
sh siz s15 stk ned sin siz sty siK wed
oo NN |
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Abbildung 18: Keine Verinderung im C-myc-Gehalt nach Repression von BCKDK.
Nach Transfektion wurden die Zellen 48 Stunden inkubiert und im Anschluss lysiert. Mit
den gewonnenen Proteinlysaten wurden Western Blot-Analysen mit einem spezifischen
Antikorper gegen C-myc durchgefiihrt. In beiden Zelllinien war zu sehen, dass eine Re-
pression von BCKDK nicht zu einer Verdnderung des C-myc-Gehaltes in den Zellen fiihrt.
Gezeigt ist ein repréasentativer Blot. N=2. Sil, 3, 5 =siRNA 1, 3 und 5; siK = non-silencing
siRNA; ntd = unbehandelte Zellen.

4.4.3 CDK-Inhibitoren

In Western Blot-Analysen wurde die Bildung von p21¢P/Wafl (CDK-Inhibitor 1)
und p27%P! (CDK-Inhibitor 1B) als iibergeordnete Regulatoren des Zellzyklus mit-
tels spezifischer Antikdrper untersucht.

Abbildung 19 zeigt reprisentative Western Blots. In den Panc-1-Zellen war p27<!
nur rudimentér vorhanden und nicht BCKDK-abhéngig reguliert. In den S2-007-
Zellen hingegen wurde es regulédr exprimiert. Hier fiel auf, dass die Versuchsprobe,
die mit der non-silencing siRNA behandelt worden war, ein verstirktes Signal fiir
p27%P! zeigte, withrend die mit den siRNAs 1, 3 und 5 behandelten Zellen ein nied-

riges Signalniveau beibehielten (vergleichbar mit dem Ergebnis fiir die unbehandel-
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ten Zellen). Ein Zhnliches Ergebnis fand sich bei der Untersuchung von p21¢P!/Wail
in den S2-007-Zellen. Dieses Protein wurde im Gegensatz zum p27%®! zwar nur in
rudimentdren Mengen nachgewiesen, zeigte jedoch in den mit den siRNAs 1, 3 und
5 behandelten Versuchsproben ebenfalls eine Abnahme im Vergleich zur Kontroll-
probe.

In den Panc-1-Zellen fiel eine starke Zunahme des p21“PWVafl_Gehalts in den mit
der siRNA 3 behandelten Zellen auf. Die Versuchsproben, die mit der siRNA 1 be-
handelt worden waren, zeigten im Gegensatz hierzu eine schwichere Bande im
Western Blot, was fiir einen verminderten p21“PWVafl_Gehalt spricht. In den Ver-

suchen mit der siRNA 5 war im Vergleich zur Kontrollprobe kein Unterschied zu

sechen.
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Abbildung 19: Regulation von p21¢PV/Wafl ynd p27%iP nach Repression von BCKDK.
Nachdem die Zellen nach Protokoll behandelt und lysiert worden waren, wurden Western
Blot-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurden Antikdrper gegen p21€PV/Wail gowie p27%ir!
verwendet. Die in drei unabhéingigen Versuchen reproduzierten Western Blots zeigten ab-
héngig von der Zelllinie und der verwendeten siRNA unterschiedliche Ergebnisse. In den
Panc-1-Zellen wurde p27%! nur rudimentir gebildet. In den S2-007-Zellen fiel fiir beide
untersuchten Proteine fiir alle drei siRNAs eine verminderte Konzentration im Vergleich zu
der Kontroll-siRNA auf. In den Panc-1 Zellen fiihrte die Behandlung mit der siRNA 3 zu
einem hoheren, mit der siRNA 1 hingegen zu einem verminderten Gehalt an p21¢iPl/Wafl,
Gezeigt ist ein reprisentativer Blot. N=3. P21 = p21¢p/Wafl: n37 = 27Kl 51, 3, 5 =
siRNA 1, 3 und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte Zellen.
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4.4.4 Cycline

Zusétzlich zu den tibergeordneten Regulatoren des Zellzyklus sollte festgestellt
werden, inwiefern Verdnderungen in der BCKDK-Konzentration die Zellzykluspro-
teine direkt beeinflussen.

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse dargestellt. Sie wurden in vier unabhingigen
Versuchen validiert. Bei der Untersuchung von Cyclin A zeigte sich, dass die Er-
gebnisse abermals von der transfizierten siRNA abhédngig waren. In beiden Zellli-
nien wurde Cyclin A in den mit der siRNA 1 behandelten Zellen vermindert gebil-
det, wiahrend die anderen Versuchsproben (siRNAs 3 und 5) keinen Effekt zeigten.
Ein vergleichbares Bild zeigte sich in beiden Zelllinien fiir Cyclin D1. Zusétzlich
zur siRNA 1 bewirkte auch die Repression von BCKDK mit der siRNA 5 in den

Panc-1-Zellen eine leichte Suppression von Cyclin D1.
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Abbildung 20: SiRNA 1 supprimiert die Bildung von Cyclin A und Cyclin D1 in Panc-
1- und S2-007-Zellen.

In den Western Blot-Analysen wurden spezifische Antikdrper gegen Cyclin A und Cyclin
D1 verwendet. In beiden Zelllinien zeigte sich fiir beide Proteine eine Verminderung der
Konzentration nach Transfektion mit der siRNA 1. Die anderen verwendeten siRNAs (3
und 5) hatten keine Effekte auf die untersuchten Proteine. Gezeigt ist ein reprisentativer
Blot. N=3. Sil, 3, 5 = siRNA 1, 3 und 5; siK = non-silencing siRNA; ntd = unbehandelte
Zellen.
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5. Diskussion

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist eine der tddlichsten Krebserkrankun-
gen in den Industriestaaten (RKI und Krebsregister in Deutschland, 2015). Es
zeichnet sich durch seine spite Diagnose, seine Therapieresistenz und seine
schlechte Prognose aus. Trotz intensiver Forschung konnten bisher weder die zu-
grundeliegenden Pathomechanismen vollstindig verstanden noch die Prognose des
Pankreaskarzinoms verbessert werden.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Gene identifiziert, die potenziell eine
Rolle in der Entstehung und dem Wachstum des Tumors spielen und daher An-
griffspunkte fiir Therapien sein konnten. Einer dieser Kandidaten ist das BCKDK-
Gen, welches im Kinome-wide Screening des NMI Reutlingen starken Einfluss auf
das Uberleben der Pankreaskarzinomzellen hatte (Buchholz et al., unverdffentlichte

Ergebnisse).

5.1 Das Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase-Gen

Das BCKDK-Gen kodiert fiir die Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-
Kinase, die ein wichtiges Regulationsenzym im Katabolismus verzweigtkettiger
Aminosduren ist (Suryawan et al. 1998). Im Pankreaskarzinomgewebe wird die
BCKD-Kinase im Vergleich zum gesunden Gewebe vermehrt exprimiert. Zudem
konnte das NMI Reutlingen im Kinome-wide Screening eine Apoptoseinduktion
nach BCKDK-Repression in Panc-1-Zellen nachweisen (Buchholz et al., unverof-
fentlichte Ergebnisse). Diese Beobachtungen machten die BCKD-Kinase zu einem
interessanten Kandidaten fiir eine genauere Charakterisierung. In dieser Arbeit soll-
te mithilfe von Repressionsversuchen ihre Rolle in den molekularpathologischen
Mechanismen des Pankreaskarzinoms ermittelt werden.

Um ein Inselgeschehen auszuschlieBen, wurden fiir die Einzelcharakterisierung der
BCKDK sowohl Panc-1-Zellen als auch zwei weitere Zelllinien des Pankreaskarzi-
noms benutzt: S2-007- und PaTu-8988t-Zellen. Zudem wurde die Repression der
BCKDK mit drei siRNAs (siRNA 1, 3 und 5) durchgefiihrt und die Versuchsergeb-
nisse verglichen. In allen drei Zelllinien konnte mit zwei der drei siRNAs (siRNA 1
und 3) ein Absinken der Zellviabilitit beobachtet werden. Die stirksten Effekte
wurden dabei in den Panc-1- sowie den S2-007-Zellen nachgewiesen, weswegen
die folgenden Versuche mit diesen beiden Zelllinien durchgefiihrt wurden. Um die

Ursache fiir die abnehmende Zellviabilitit herauszufinden, wurden sowohl Apopto-
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se- als auch Proliferationsmarker untersucht. Wie im Ergebnisteil beschrieben, lie-

ferten die Versuche mit den verschiedenen siRNAs unterschiedliche Ergebnisse.

Proteinregulation

Betrachtet man die Effekte der BCKDK-Repression mit der siRNA 1, fillt auf, dass
in allen untersuchten Zelllinien die Zellviabilitit abnimmt. Als Ursache hierfiir
kann eine Apoptoseinduktion in Form von PARP-Spaltprodukten nachgewiesen
werden (Oliver et al. 1998). Des Weiteren sinkt die Proliferationsrate, hierzu pas-
send zeigen die Zellen einen Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus. Zeitgleich
werden die Cycline A und D1, die als Aktivatoren der Cyclin-abhéngigen Kinasen
fiir das Voranschreiten des Zellzyklus von grofler Bedeutung sind, herunter regu-
liert (Pagano et al. 1992, Lukas et al. 1996). Die Tumorsuppressoren p21 und p27
wirken als CDK-Inhibitoren (Xiong et al. 1993, Toyoshima et al. 1994). Sie werden
in Pankreaskarzinomzellen vermindert gebildet und sind nach Behandlung mit der
siRNA 1 vermindert (Hu et al. 1998, 2000).

Die siRNA 3 dhnelt in ihrer Wirkung der siRNA 1, die Zellviabilitit nimmt ab und
eine PARP-Spaltung geht vonstatten. Eine signifikante Abnahme der Proliferation
kann jedoch nur in den Panc-1-Zellen nachgewiesen werden. Zudem wird, im Ge-
gensatz zu der siRNA 1, kein G2-Arrest und keine Herabregulation der Cycline be-
obachtet. Die nachgewiesene PARP-Spaltung ldsst vermuten, dass der geringen
Abnahme der Zellviabilitit bei den S2-007-Zellen eine Apoptose zugrunde liegt
(Oliver et al. 1998). Die zusitzlich zur PARP-Spaltung aufgetretene Proliferations-
abnahme bei den Panc-1-Zellen zeigt auf, dass ein Zusammenspiel aus Apoptosein-
duktion und verminderter Proliferationsrate fiir die signifikante Abnahme der Zell-
viabilitit dieser Zelllinie verantwortlich ist (Oliver et al. 1998). Wie nach Behand-
lung mit der siRNA 1 zeigen sich p21 und p27 in den S2-007-Zellen vermindert.
P27 wird in den Panc-1-Zellen kaum gebildet, wihrend p21 nach Behandlung mit
der siRNA 3 stark ansteigt. Diese vermehrte Bildung von p21 ist eine mogliche Ur-
sache fiir die verminderte Proliferationsrate der Panc-1-Zellen (Xiong et al. 1993).
Betrachtet man die Zellen nach Transfektion mit der siRNA 5, so fallen keine Ver-
anderungen in der Zellviabilitit auf. Es ist weder die Proliferation vermindert, noch

eine Apoptoseinduktion nachzuweisen.
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5.3 Funktionen der Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase
Um die beobachteten Versuchsergebnisse interpretieren zu konnen, ist zunichst in-
teressant, welche Aufgaben die BCKDK neben ihrer Funktion im Stoffwechsel
noch in der Zelle erfiillt.
Im Rahmen einer Studie von Oyarzabal et al. wurden in Fibroblasten mit Nonsense-
Mutation des BCKDK-Gens verschiedene Phanomene beobachtet (Oyarzabal et al.
2016). Die BCKD dieser Zellen ist aktiver, da sie nicht von der BCKDK gehemmt
wird. Dadurch steigt die Belastung der Zellen mit Superoxiden, die von der ver-
mehrt arbeitenden BCKD produziert werden. Der hiermit verbundene oxidative
Stress hemmt die Arbeit der Mitochondrien, wodurch der ATP-Gehalt der Zellen
sinkt. Es kommt zu einer Abnahme des bioenergetischen Potenzials. Dies fiihrt zu
einem GO-Arrest der Zellen (Oyarzabal et al. 2016). Wird das BCKDK-Gen in ge-
sunden Zellen herunterreguliert, konnen dhnliche Ergebnisse beobachtet werden
(Oyarzabal et al. 2016). In Fibroblasten von MSUD-Patienten funktioniert in Folge
eines Gendefektes die BCKD nicht (Peinemann et al. 1994). Somit ist eine reaktive
Steigerung des BCAA-Katabolismus in diesen Zellen nicht moglich. Wird die
BCKDK nun herunter reguliert, ist kein Effekt des Knockdowns auf die Zellen
nachzuweisen (Oyarzabal et al. 2016). Diese Untersuchungen zeigen, dass die
BCKDK nur in die Regulation des Abbaus verzweigtkettiger Aminosduren invol-
viert ist.
Trotz dieser Datenlage kann nicht ausgeschlossen werden, dass die BCKDK in
Karzinomzellen eine zusétzliche Funktion bekleidet, die sie in nicht-dysplastischen
Zellen nicht hat. Ein Beispielprotein fiir eine solche zellspezifische Wirkweise ist
der autokrine Motilitdtsfaktor (AMF). Er fungiert intrazelluldr im Glukosestoff-
wechsel als Glucose-6-Phosphat-Isomerase (Watanabe et al. 1996). In Tumorzellen
wird AMF verstirkt exprimiert (Liotta et al. 1986). Im Gegensatz zu gesunden Zel-
len bleibt er in diesem Fall nicht nur intrazelluldr, sondern wird zudem sezerniert
(Tsutsumi et al. 2003). Extrazelluldr wirkt er als Zytokin auf den AMF-Rezeptor,
dessen Aktivierung zu einer vermehrten Proliferation, einer Hemmung der Apopto-
se und einer Motilitdtssteigerung flihrt (Tsutsumi et al. 2003). Auf die gleiche Art
und Weise konnte die BCKDK in Tumorzellen eine zusitzliche Funktion haben, die
sie in gesunden Zellen nicht hat.
Unsere Versuche zeigen eine signifikante Abnahme der Zellzahl nach BCKDK-

Repression in Pankreaskarzinomzellen. Die proliferationshemmende Wirkung der
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BCKDK-Repression kann durch seine Funktion im Katabolismus der verzweigtket-
tigen Aminosduren erkldrt werden: Bei tiberméBiger Expression von BCKDK im
Pankreaskarzinom sinkt die Aktivitdit der BCKD, da sie vermehrt gehemmt wird
(Suryawan et al. 1998). Dies fiihrt zu einem verminderten Abbau von Leucin,
wodurch sein Spiegel steigt (Suryawan et al. 1998). Leucin aktiviert liber den
mTOR-Signalweg die Proteinsynthese und fiihrt somit zur Proliferation der Zellen
(Schriever et al. 2013). Zusatzlich stehen der Zelle vermehrt verzweigtkettige Ami-
nosduren zur Verfiigung, die essentiell fiir den Aufbau von Proteinen und somit fiir
das Zellwachstum sind (May et al. 1989).

Es wird vermutet, dass nun die Kinase mTOR {iber eine Hemmung der BCKDK zu
einem vermehrten Abbau von Leucin fiihrt, wodurch die Proliferation der Zellen
wieder eingeddmmt wird (Zhen et al. 2016). Dieser selbstregulierende Mechanis-
mus kann jedoch nur in gesunden Zellen wirken, da in Pankreaskarzinomzellen eine
Uberexpression von BCKDK vorliegt. Hierdurch entgeht die Kinase dem Regula-
tionsmechanismus.

Wird die BCKDK-Expression in den Pankreaskarzinomzellen supprimiert, steigt
der Abbau von Leucin. Hierdurch entféllt das anabole Signal der Aminosdure und

es kommt zu einer verminderten Proliferation der Zellen.

Off-Target-Effekte

SiRNAs ermdglichen tiber den RNA Interference Signalweg eine kontrollierte Re-
pression des Zielgens (Chi et al. 2003). Der fiihrende Strang der siRNA wird hier-
bei in den RISC (RNA-induced silencing complex) eingelagert und bindet sequenz-
spezifisch das Zielgen (Elbashir et al. 2001, Hutvagner et al. 2008). Nach der Hyb-
ridisierung wird die mRNA zwischen den Nukleotiden 10 und 11 der siRNA (vom
5¢-Ende aus gesehen) gespalten und im Anschluss abgebaut (Kamola et al. 2015,
Abb. 21). Der Proteinkomplex kann mehrere mRNA hintereinander binden und ab-
bauen, worauf die Effizienz dieser Repressionsmethode beruht (Hutvagner et al.

2002).
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Mechanism of siRNA-Mediated Gene Silencing
(A) siRNA Duplex
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(C) Seed-Dependent Off-Target
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der siRNA.

(A) Aufbau des siRNA-Doppelstrangs mit Bindungsstellen fiir die RISC-Proteine. (B) In-
teraktion zwischen dem fithrenden Strang der siRNA (guide strand) und der mRNA des
Zielgens. (C) Interaktion zwischen der Seed-Region des fithrenden siRNA-Strangs und der
mRNA seines Off-Target-Gens.

Abbildung entnommen aus Kamola et al. 2015.

In einigen Studien wurde gezeigt, dass es in Abhédngigkeit von der siRNA-Sequenz
zum Knockdown eines Off-Target-Gens kommen kann (Scacheri et al. 2004). Diese
Off-Target-Fehlerrate ist mit durchschnittlich 10% relativ hoch (Qiu et al. 2005).

Sind die Nukleotide von siRNA und mRNA vollstindig komplementdr, kommt es
wie oben beschrieben zum Abbau der mRNA (Elbashir et al. 2001). Diese Wirk-
weise ist folglich hochspezifisch (Saxena et al. 2003) und in Untersuchungen wiren
sowohl die mRNA als auch das kodierte Protein vermindert. Zur Induktion des
mRNA-Abbaus ist es jedoch ausreichend, wenn lediglich 11 Nukleotide aufeinan-
derfolgend iibereinstimmen (Jackson et al. 2003). In einer Recherche mittels
BLAST-Datenbank stimmte die Nukleotidabfolge der verwendeten siRNAs nur mit
der BCKDK-mRNA signifikant {iberein (McGinnis et al. 2004). Die siRNA 1 hat
jedoch zusitzlich starke Ahnlichkeiten zu einer weiteren mRNA: der SEL-1L2
(McGinnis et al. 2004). Fiir dieses Protein ist eine antiproliferative Wirkung auf

Karzinomzellen beschrieben (Cattaneo et al. 2004). Eine Repression dieses Gens
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durch eine Off-Target-Bindung der siRNA 1 wiirde die beobachteten Effekte dem-
entsprechend nicht erkldren.

Die Seed-Sequenz ist diejenige Sequenz der siRNA, der eine wesentliche Rolle in
der Entstehung von Off-Target-Effekten zugeschrieben wird (Kamola et al. 2015).
Es handelt sich hierbei um die Nukleotide 2 bis 7 vom 5°-Ende der siRNA aus
(Sudbery et al. 2010). Diese Sequenz erkennt Off-Target-Gene in der 3’UT-Region
der mRNA (Lewis et al. 2005). Fiir die Bindung muss sie jedoch vollstindig kom-
plementidr zu der mRNA sein und das Watson-Crick-pairing eingehalten werden
(Ui-Tei et al. 2008). Bindet die siRNA mit seiner Seed-Sequenz an das 3’UTR-
Ende eines Gens, fiihrt dies nicht zum Abbau der mRNA, sondern lediglich zu einer
Hemmung der Translation (Doench et al. 2003). Die Non-Seed-Region (Nukleotide
8-15) beeinflusst die Effizienz des Off-Target-Knockdowns (Ui-Tei et al. 2008). In
dieser Region ist die vollstindige Komplementaritdt der jeweiligen RNA-Stringe
nicht unabdingbar, es sind bis zu 4 Mismatches moglich (Saxena et al. 2003). Wirkt
die siRNA {iber eine Inhibition der Translation, kann die mRNA des Off-Target-
Gens weiterhin nachgewiesen werden, wihrend das Protein herunter reguliert ist. Je
nachdem, welches Off-Target-Gen von der siRNA gebunden und an der Translation
gehindert wird, konnen verschiedene Effekte beobachtet werden (Scacheri et al.
2004).

In der vorliegenden Arbeit sind zwei Szenarien moglich: im ersten Szenario zeigt
die siRNA 5 keinen Off-Target-Effekt, sondern lediglich die Effekte der BCKDK-
Repression. In diesem Fall spriachen die Versuchsergebnisse gegen eine besondere
Funktion der BCKDK in Pankreaskarzinomzellen, da weder die Zellviabilitit, noch
die Proliferationsrate verdndert sind (vgl. Abb. 12 und 13). Die Effekte der siRNAs
1 und 3 sowie die Ergebnisse des Kinase-wide Screening wéren auf die Repression
von Off-Target-Genen zuriickzufiihren. Im zweiten Szenario liegt beim Knock-
down mittels der siRNA 5 ein Off-Target-Effekt vor, der zu gegenregulativen
Effekten fiihrt: die Proliferation wird gefordert und die Apoptose inhibiert, wodurch
die Wirkung des BCKDK-Knockdowns ausgeglichen wiirde. In den Versuchen mit
der siRNA 5 wiren dementsprechend keine Auswirkungen des Knockdowns dar-
stellbar. Zeitgleich wiirde dies bedeuten, dass die siRNA 1 und bedingt die siRNA
3 die eigentliche Wirkung der BCKDK-Repression zeigen. Eine Hemmung der
BCKDK wire also proliferationshemmend und Apoptose-fordernd (vgl. Abb. 13
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und 15). Bisher sind keine Veroffentlichungen iiber die verwendeten siRNAs er-
schienen, die auf einen Off-Target-Effekt hinweisen.

Um das Risiko von Off-Target-Effekten moglichst gering zu halten, miissen be-
stimmte Regeln bei der Herstellung von genspezifischen siRNA beriicksichtigt
werden (Kamola et al. 2015). So ist das Risiko eines Off-Target-Effekts erhoht,
wenn die siRNA an die nicht translatierte Region (UTR) seines Zielgens bindet,
weswegen eine Sequenziibereinstimmung in diesem Bereich zu vermeiden ist (Qiu
et al. 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten siRNAs binden jedoch alle
innerhalb des codierenden Bereichs des BCKDK-Gens (Suryawan et al. 1998, vgl.
Abb. 22). Das Risiko eines Off-Target-Effekts sinkt mit steigender Lange der ver-
wendeten siRNA, wobei bei einer Linge von 21 Nukleotiden ein Maximum an
Spezifitdt erreicht ist (Qiu et al. 2005). Dabei stellen 2 der 21 Nukleotide einen
Uberhang am 3°-Ende dar (Elbashir et al. 2001). Bevor der fiihrende Strang der
siRNA an seine Ziel-mRNA binden kann, muss der siRNA-Doppelstrang durch die
Helikase vom 5°-Ende des fiihrenden Stranges aus aufgelost werden (Nykénen et al.
2001). Vermutungen legen nahe, dass die Helikase durch Bindung an einen G/C-
reichen Bereich inhibiert wird (Ui-Tei et al. 2004). Daher gilt fiir den Aufbau der
siRNA, dass das 5‘-Ende des fiihrenden Strangs sowie die daran anschlielende
Seed-Region A/U-reich sein sollte, um eine Wirkung der Helikase in diesem Be-
reich zu ermoglichen (Ui-Tei et al. 2004). Im Gegensatz hierzu ist in der Non-Seed-
Region ein hoher G/C-Gehalt anzustreben, um eine Auflésung des Doppelstranges
vom falschen Ende aus zu verhindern (Ui-Tei et al. 2004, Kamola et al. 2015). Ins-
gesamt sollte keine G/C-Folge ldnger als 9 Nukleotide sein, da es in diesem Fall zu
einer Hemmung der Helikase und somit zu einem Abbruch der Doppelstrangauflo-
sung kommen kann (Ui-Tei et al. 2004). Die drei siRNAs, die in der vorliegenden
Arbeit benutzt worden sind, erfiillen diese Kriterien (vgl. Tabelle 12). Jedoch wird
empfohlen, dass die Seed-Region des fiihrenden siRNA-Stranges mindestens flinf
A/U-Nukleotide enthélt (Ui-Tei et al. 2004). Die siRNA 1 enthélt in diesem Bereich
nur 4 A/U-Nukleotide, was Off-Target-Effekte begiinstigen konnte.

5.5 Die mRNA der Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase
Als weiterer potentieller Mechanismus fiir die beobachteten Effekte in den behan-

delten Zellen miissen Introns in Betracht gezogen werden, die zuvor im Nukleus

aus der pra-mRNA des BCKDK-Proteins herausgespleiit wurden (Mattick 1994).
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Diese Introns konnen als non-coding RNA sowohl proliferative als auch anti-
proliferative Wirkungen in der Zelle entfalten und somit zur Verfalschung von Ver-
suchsergebnissen fiithren (Zhao et al. 2005, Dinger et al. 2008). Sie werden nicht
vom Knockdown des Zielproteins beeinflusst, da die siRNA erst im Zytoplasma an
die fertige mRNA bindet (Chi et al. 2003). Um diese Fehlerquelle zu umgehen wére
eine Herunterregulation auf DNA-Ebene notig.

Es sind drei Isoformen (Isoform 1, 2 und 3) der BCKDK bekannt, die durch alterna-
tives Spleilen wéhrend der Transkription entstehen und dieselbe Funktion beklei-
den (Ota et al. 2004, Gerhard 2004). Wéhrend das urspriingliche Protein aus 412
Aminoséduren besteht, fehlen bei ihren zwei Isoformen (Isoform 2 und 3) die Ami-
nosduren 366-412 (Ota et al. 2004, Gerhard 2004). Bei der zweiten Isoform fehlen
zusitzlich die Aminosduren 282-311 (Gerhard 2004). Die siRNAs 1 und 5 binden
die mRNA aller drei BCKDK-Isoformen (vgl. Abb. 22-24). Die siRNA 3 bindet
hingegen nur die Isoformen 1 und 3, da die Nukleotidsequenz, an die sie bindet, im
Kodierungsbereich fiir die Aminosduren 282-311 liegt (vgl. Abb. 22-24). Dies be-
deutet, dass durch die siRNA 3 nicht alle Spleilvarianten ausgeschaltet werden.
Der BCKDK-Antikdrper, der in den Westernblot-Analysen verwendet wurde, bin-
det nur die urspriingliche Form des Proteins, jedoch keine seiner Isoformen (vgl.
Abb. 25). Dies erklirt, warum auch durch die siRNA 3 eine signifikante Reduktion
der BCKDK im Westernblot nachgewiesen werden konnte. Mithilfe einer qRT-
PCR wurde zudem eine signifikante Reduktion der BCKDK-mRNA nachgewiesen.
Der hBCKDK-Primer, der fiir die qRT-PCR verwendet wurde, bindet die mRNA
aller drei Isoformen (vgl. Abb. 22-24). Dementsprechend wére zu erwarten, dass in
den mit der siRNA 3 behandelten Zellen in der qRT-PCR ein unvollstindiger
Knockdown zu sehen ist, da die mRNA der Isoform 2 vom hBCKDK-Primer ge-
bunden und amplifiziert wird. Die signifikante Repression der BCKDK-mRNA fiir
alle drei siRNAs spricht daher gegen eine unvollstindige BCKDK-Repression
durch die siRNA 3.

Sollte trotzdem ein unvollstdndiger Knockdown von BCKDK bei der siRNA 3 vor-
liegen, kann er eine Ursache fiir die Zelltyp-abhéngigen Versuchsergebnisse fiir den
siRNA 3-Knockdown sein. So ist es moglich, dass die weiterhin exprimierte
BCKDK-Isoform in den S2-007-Zellen ausgepréigt wirkt, wihrend sie in den Panc-
1-Zellen nur eine untergeordnete Rolle hat. Dies wiirde die nur leicht verminderte

Zellviabilitat sowie die unveranderte Proliferationsrate der S2-007-Zellen nach Be-
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handlung mit der siRNA 3 erkldren (vgl. Abb. 12 und 13). Andererseits kann die
weiterhin aktive Isoform in den Panc-1-Zellen paradox wirken und der Grund fiir
den starken Anstieg der p21-Bildung sein (vgl. Abb. 19), der zu einer Hemmung
der Proliferation zusétzlich zur Apoptoseinduktion flihrt (Xiong et al. 1993). Die
gesteigerte p21-Expression kann jedoch durch viele verschiedene Mechanismen
ausgelost werden, darunter zelluldrer Stress und DNA-Schidden (Kuwano et al.
1996). Somit ist eine genaue Bestimmung der zugrundeliegenden Mechanismen

schwierig und bedarf weiterer Untersuchungen.

5.6 Weitere Einflussfaktoren
Neben den bereits beschriebenen Mechanismen bestimmt die Kinetik des Knock-
down-Prozesses die Effizienz der siRNA (Bartlett et al. 2006). Die Kinetik be-
schreibt hierbei die Zeit, die die siRNA braucht, um den mRNA-Abbau zu bewir-
ken (Raab et al. 2004). Wirkt die siRNA 5 langsamer als die anderen verwendeten
siRNAs, kann sie ihre volle Wirkung im Beobachtungszeitraum nicht entfalten. Die
Expression der BCKDK wire erst kurz vor Entnahme der Lysate herunter geregelt
worden. Somit wiirden die qRT-PCR sowie die Western Blots einen befriedigenden
Knockdown der BCKDK zeigen, die Repression des Proteins hétte jedoch noch
keine Wirkung auf die Zellen gehabt. Um diese Fehlerquelle ausschlieen zu kon-
nen, miisste man die Ergebnisse zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfekti-

on validieren (Raab et al. 2004).

5.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit diente dazu, die Rolle der BCKDK in der Pathogenese und
Aufrechterhaltung des Pankreaskarzinoms zu untersuchen. Thre Funktion im Pan-
kreaskarzinom wurde in dieser Arbeit erstmalig untersucht.

Vorhergehende Analysen zeigten, dass die BCKDK in Zellen des PDAC vermehrt
exprimiert wird, was fiir eine pro-onkogene Funktion sprechen konnte. Ein prolife-
rationsfordernder Effekt konnte jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Nur
zwei der drei untersuchten siRNAs induzieren mit ihrer BCKDK-Repression eine
Apoptose (siRNA 1 und 3). Die siRNA 1 zeigt zusétzlich eine proliferationshem-
mende Wirkung durch Abnahme der Cycline und folglich einen Zellzyklusarrest.
Nimmt man an, dass die siRNA 1 den Effekt der BCKDK-Repression aufzeigt, so

ist von einer proliferationsfordernden Wirkung des Proteins auszugehen. Eine tie-
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fergehende Priifung der BCKDK als mogliches Therapieziel wére in diesem Fall
erstrebenswert. Der genaue Mechanismus, der hinter diesen Effekten steht, konnte
jedoch nicht vollstindig aufgeklart werden. Ebenso fraglich bleibt, ob Off-Target-
Effekte der verwendeten siRNAs und die Repressionskinetik der siRNA 5 eine Rol-
le in den Mechanismen spielen. Daher sollte in weitergehenden Analysen das Auf-
treten von Off-Target-Effekten untersucht werden. Zum einen kann durch Zuhilfen-
ahme weiterer siRNAs eine Reproduktion der beobachteten Effekte versucht, zum
anderen die siRNA 1, 3 und 5 auf ihre Bindung an Off-Target-Genen gepriift wer-
den. Auch die Kinetik der siRNA 5 bedarf weiterer Analysen. Hierzu muss die Re-
pression der BCKDK zu unterschiedlichen Zeitpunkten validiert werden. Ein be-
sonderes Augenmerk ist auf den Zeitraum bis zu 24 Stunden nach Transfektion zu
legen, um eine langsamere Repression von BCKDK durch die siRNA 5 nachweisen

zu konnen.
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6. Zusammenfassung
Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) zeichnet sich durch eine hohe
Mortalitiit aus: die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt bei nur 8%. Urséchlich hierfiir
ist zum einen die spite Diagnose aufgrund fehlender Frithsymptome, sodass der
Tumor bei Erstdiagnose oftmals schon metastasiert und eine operative Entfernung
nicht mdglich ist. Zum anderen zeigen sich Pankreaskarzinome duflerst resistent
gegen eine chemotherapeutische Behandlung.
Nach dem derzeitigen Stand der Forschung entsteht das PDAC aus Vorlduferlisio-
nen durch eine Akkumulation charakteristischer Genmutationen. Die genauen mo-
lekularpathologischen Mechanismen sind jedoch noch nicht verstanden. Dement-
sprechend wurde in den letzten Jahren intensiv nach Proteinen gesucht, die eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des Pankreaskarzinoms spielen und somit An-
griffspunkte fiir neue Therapien darstellen.
Eines dieser Proteine ist die Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase
(BCKDK). In einem Kinom-Screening zeigte sich nach Repression von BCKDK in
Pankreaskarzinomzellen eine erhohte Apoptoserate. Zudem konnte eine vermehrte
Expression des BCKDK-Gens in primdren humanen Pankreaskarzinomgeweben
nachgewiesen werden. Die BCKDK reguliert die Branched-Chain a-Ketoacid De-
hydrogenase und ist somit ein Schliisselenzym im Abbau verzweigtkettiger Amino-
sduren. Eine weitere Funktion der Kinase ist bisher nicht beschrieben.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die moglicherweise pro-onkogene Wirkung der
BCKDK im PDAC néher untersucht. Hierzu wurde die Expression der Kinase mit-
hilfe dreier siRNAs (siRNA 1, 3 und 5) in zwei Pankreaskarzinomzelllinien supp-
rimiert und jeweils die Auswirkungen auf Apoptose, Proliferation und Expression
von Zielproteinen untersucht.
Die Versuchsreihen lieferten unterschiedliche Ergebnisse. Die Verwendung der
siRNA 1 fiihrte in beiden Zelllinien zu einer Abnahme der Zellviabilitét. Als Ursa-
che hierfiir konnte eine Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Zusédtzlich sank
die Proliferationsrate und es kam zu einem Zellzyklusarrest der Zellen in der G2-
Phase. Die Repression des Zielgens mit der siRNA 3 fiihrte ebenfalls zu einer Ab-
nahme der Zellviabilitit durch Apoptoseinduktion, es kam jedoch nur in einer der
verwendeten Zelllinien zu einer signifikanten Abnahme der Proliferationsrate. Die

Zellen, die mit der siRNA 5 transfiziert worden waren, blieben hingegen sowohl in
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der Zellviabilitit als auch in der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle unveran-
dert.

Diese sehr unterschiedlichen Versuchsergebnisse sind moglicherweise durch Off-
Target-Effekte der siRNAs zu erkldren. Die zugrundeliegenden molekularpatholo-
gischen Mechanismen konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht vollstindig

aufgedeckt werden und bediirfen weiterer Analysen.

Summary

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is characterized by its high mortality:
the five-year overall survival is only 8%. One of the reasons for this is the usually
late diagnosis as early symptoms rarely occur. Thus, when first diagnosed, the tu-
mor is often already metastasized and surgery is no longer possible. Another im-
portant factor is its high resistance against chemotherapeutic intervention.
According to the current state of research, PDAC develops from precursor lesions
due to an accumulation of characteristic genetic mutations. The exact molecular
mechanisms are not yet understood. Hence, research tries to identify proteins with
relevance for the pathogenesis of pancreatic cancer, which might be targeted by
new anticancer therapies.

One of those proteins is the Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase-Kinase
(BCKDK). In a kinome-wide screening, pancreatic cancer cells showed an increase
in apoptotic activity after suppression of BCKDK. Additionally, an elevated
BCKDK-expression was found in primary human PDAC tissues. The BCKDK reg-
ulates the Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase and therefore functions as a
major regulator of the branched-chain amino acid catabolism. Different functions
could not be identified to date.

In this thesis, the pro-oncogenic effect of the BCKDK in PDAC was investigated.
For this purpose, the expression of BCKDK was suppressed by transfecting three
different siRNAs (siRNA 1, 3 and 5) in two pancreatic carcinoma cell lines. Subse-
quently, the effects of the knockdown on apoptosis, proliferation and protein ex-
pression were analyzed.

The experiments showed different results depending on the employed siRNA.
When using siRNA 1, cell viability in both cell lines decreased as a result of in-
creased apoptosis induction. Additionally, the proliferation rate dropped and cells

arrested in the G2-phase of the cell cycle. Likewise, repression of the target gene
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with siRNA 3 led to a decrease of cell viability as well as an elevated apoptotic
rate. However, only one of the two cell lines showed a decrease in proliferation.
Those cells transfected with siRNA 5 did not show any differences to the control
cells, neither in cell viability nor in proliferation.

These diverse results can possibly be explained by off-target-effects of the siRNA.
The underlying pathologic mechanisms could not be revealed entirely in this thesis

and further research is required.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

AJCC American Joint Committee on Cancer

AMF Autokriner Motilititsfaktor

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCAA verzweigtkettige Aminosduren (engl.: branched chain

amino acids)

BCAT Branched-Chain Aminotransferase

BCKD Branched-Chain a-Ketoacid Dehydrogenase
BCKDK BCKD-Kinase

BDP BCKD-Phosphatase

BRCA2 Breast cancer type 2 susceptibility-Protein

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA Kaélberserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)
CA 19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9

CDK Cyclin-abhéngige Kinase (engl.: cyclin-dependent kinase)
cDNA komplementidre DNA (engl.: complementary DNA)
Cis Carcinoma in situ

CoA Coenzym A

COz Kohlenstoff

dd. destilliert

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure (engl.

desoxyribonucleic acid)

DTT Dithiothreitol



ECL
EDTA

EGF

ELISA

FACS

FBS
FBS-DMEM
GABA

H>0

HCI

HEK?293

HRP
IgG
K-ras
KIC
mA
MAPK
mg, g
ul, ml
mM, M
mRNA
MRT
MSUD

mTOR

Abkiirzungsverzeichnis | 63

Enhanced Chemiluminescence-Substrat
Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor (engl.: epidermal growth

factor)

Enzymimmunoassay (engl.: enzyme linked

immunosorbent assay)

fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl.: fluorescence-

activated cell sorting)

fetales Rinderserum (engl.: fetal bovine serum)
DMEM versetzt mit 10% FBS
y-Aminobuttersdure (engl.: y-aminobutyric acid)
Wasser

Salzsdure

humane embryonale Nierenzellen 293 (engl.: human

embryonic kidney cells 293)

Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxidase)
Immunglobulin G

Kirsten rat sarcoma viral oncogene-Homolog
a-Ketoisocaproat

Milliampere

Mitogen-activated-Proteinkinase

Milligramm, Gramm

Mikroliter, Milliliter

millimolar, molar

messanger RNA

Magnetresonanztomographie

Ahornsirupkrankheit (engl.: maple syrup urine disease)

Zielprotein des Rapamycins (engl.: mechanistic target of



MTT

NazVOg4
NasP>07*10 H2O
NaCl
NADPH

NaF

nm

NMI
ns-siRNA

ntd

Oligo-dT
pl6/ p21/ p27
PanIN

PARP

PBS

PDAC

PMSF

POD
PPAR-a
qRT-PCR
RO-Resektion
RISC

rLE/s

RNA
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rapamycin)

Thiazolylblau (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid)

Trinatriumtetraoxovanadat

Natriumpyrophosphat Decahydrat

Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
Natriumfluorid

Nanometer

Naturwissenschaftliches und medizinisches Institut
non-silencing siRNA

unbehandelt (engl.: non-treated)

Oligo-Desoxythymidin

CDK-Inhibitor 2A/ CDK-Inhibitor 1/ CDK-Inhibitor 1B
Pankreatische intraepitheliale Neoplasien
Poly-ADP-ribose-Polymerase

Phosphatpuffersalzlosung (engl.: phosphate buffered

saline)

duktales Adenokarzinom des Pankreas (engl.: pancreatic

ductal adenocarcinoma)
Phenylmethylsulfonylfluorid

Peroxidase

Peroxisom-Poliferator-aktivierte Rezeptoren Typ a
quantitative RealTime-Polymerase-Kettenreaktion
Entfernung des Tumors im Gesunden
RNA-induced silencing complex

relative Lichteinheiten pro Sekunde

Ribonukleinsédure (engl.: ribonucleic acid)
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RPLPO Ribosomal protein lateral stalk subunit PO

SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

SDS-PAGE Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese

siRNA silencing RNA

Std Stunde

T4 Thyroxin

TBS-T Tris-gepufferte Kochsalzlosung (engl.: tris-buffered saline)
+ Tween 20

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGF-p Transformierender Wachstumsfaktor Typ P (engl.:

transforming growth factor type f3)

TNM Klassifikation nach Tumor, Nodi (Lymphknoten) und
Metastasen

Tris Base Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

UpM Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierter Bereich (engl.: untranslated region)

A% Volt

VEGF endothelialer Wachstumsfaktor (engl.: vascular endothelial

growth factor)
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9. Anhang

9.1 Weitere Abbildungen

1 ggcgtggcctggatgcgcgggcgecccgggacggcacgtcctcagaccaaactacaactcece
61 caggacccagcgggcgctgccgecccacgcgacgtcacggcggcggagggcecgcaggecgget
121 gggcgcctggcgagtggactgttcgagecccttcecgetgggacccgggecctggetceccgge
181 cccgcgatgggagctgctctcececgegggectgagectgtcagecatecctecgacgecaccectggt
241 ccctgaagtcggagaagagcccctacccacccacaccccecttgecccattttgggtcegece
301 tgggtcctcagtcctagcggatcctcagtcctagecggccaccgggtctgaaaggagcaag
361 acgatgatcctggcgtcggtgctgaggagcggtcccgggggecgggectteccgetecggecce
421 ctcctgggacccgcactcgcecgctccgggecccgectcgacgtcggeccaccgacacacaccac
481 gtggagatggctcgggagcgctcca_caaccagtcggccatc
541 gacgcggcagcggagaagccctcagtccgcecctaacgecccaccatgatgcectctacgetgge
601 cgctctcaggacggcagccaccttctgaaaagtgctcggtacctgcagcaagaacttcca
661 gtgaggattgctcaccgcatcaagggcttccgctgceccttectttcatcattggectgcaac
721 cccaccatactgcacgtgcatgagctatatatccgtgeccttccagaagctgacagactte
781 cctccgatcaaggaccaggcggacgaggcccagtactgeccagectggtgecgacagetgcetyg
841 gatgaccacaaggatgtggtgaccctcttggcagagggcctacgtgagagccggaagcac
901 atagaggatgaaaagctcgtccgctacttcttggacaagacgctgacttcga
961 _ggccacgcatcacctggcgctgcatgaggacaagcctgactttgtcggc
1021 atcatctgtactcgtctctcaccaaagaagattattgagaagtgggtggactttgccaga
1081 cgcctgtgtgagcacaagtatggcaatgcgcccecgtgtcececgecatcaatggeccatgtggcet
1141 gcccggttcecccecttcatcecectatgeccactggactacatcctgeccggagetgetcaagaat
1201 gccatgagagccacaatggagagtcacctagacactccctacaatgtcccagatgtggte
1261 atcaccatcgccaacaatgatgtcgatctgatcatcaggatctcagaccgtggtggagga
1321 atcgctcacaaagatctggaccgggtcatggactaccacttcactactgctgaggccage
1381 acacaggacccccggatcagccccctcetttggecatctggacatgcatagtggegeccag
1441 tcaggacccatgcacggctttggcttcgggttgcccacgtcacgggecctacgcggagtac
1501 ctcggtgggtctctgcagctgcagtcecctgcagggcattggcacggacgtctacctgegg
1561 ctccgccacatcgatggccgggaggaaagcttceccggatctgaccccacagectttggect
1621 gctcacccgaccagcctgggccgcattceccctgcaggaccteccecgggtcaggcagggegge
1681 cccctgctccacacactgectgcatcttgggtctcagggacccagacagatggacttacat
1741 ggagctgggcactgccctgcctcaacagggtccattgecctectecgectccagaacttgga
1801 gcagggaagtgggcaccctgaggcctccagcaccagttccgtcattcectegttecctgggga
1861 acccccactctgacctgttattaaagttcacattttgaatgccctctecgggeccecegtgtyg
1921 tggggagggcaggtgaacttttgtttctgcccccattcaggttcactgagcccttgggtt
1981 gaactggttcgtgtcccagtectecttacdctgccctgagagectggcaggccaggagtagaa
2041 tgggtcccaagtctgttgcatgtttgatttggtgggagtgggatgactgcagcaccttat
2101 acaaagagctttcattcatcttgttgaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abbildung 22: Bindungsstellen der siRNA 1, 3 und 5 sowie des hBCKDK-Primers in
der BCKDK-Isoform 1.

Dargestellt ist die Basenabfolge der Isoform 1 der BCKDK. Rot markiert ist die
Bindungsstelle der siRNA 1, gelb diejenige der siRNA 3 und in blau die Bindungsstelle der
siRNA 5. Alle verwendeten siRNAs binden die mRNA der BCKDK-Isoform 1 im
codierenden Bereich. Die Bindungsstelle des hBCKDK-Primers, der fiir die qRT-PCR
verwendet wurde, ist in griin dargestellt.
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1 ggcgtggcctggatgcgcgggcgcecccgggacggcacgtcctcagaccaaactacaactec
61 caggacccagcgggcgctgccgcecccacgecgacgtcacggecggecggagggcgcaggegget
121 gggcgcctggcgagtggactgttcgagecccttcecgetgggacccgggecctggecteccgge
181 cccgcgatgggagctgctctccgecgggectgagectgtcagcatecctcgacgecacccectggt
241 ccctgaagtcggagaagagcccctacccacccacacccceccttgecccattttgggtegec
301 tgggtcctcagtcctagcggatcctcagtcctagecggccaccgggtctgaaaggagcaag
361 acgatgatcctggcgtcggtgctgaggagcggtcccgggggegggcttcecgectecggece
421 ctcctgggacccgcactcgcecgctccgggecccgectcgacgtcggeccaccgacacacaccac
481 gtggagatggctcgggagcgctcca_caaccagtcggccatc
541 gacgcggcagcggagaagccctcagtccgcecctaacgcccaccatgatgectctacgetgge
601 cgctctcaggacggcagccaccttctgaaaagtgctcggtacctgcagcaagaacttcca
661 gtgaggattgctcaccgcatcaagggcttccgctgecttcecctttcatcattggectgecaac
721 cccaccatactgcacgtgcatgagctatatatccgtgeccttccagaagctgacagactte
781 cctccgatcaaggaccaggcggacgaggcccagtactgccagectggtgecgacagectgetyg
841 gatgaccacaaggatgtggtgaccctcttggcagagggcctacgtgagagccggaagecac
901 atagaggatgaaaagctcgtccgctacttcttggacaagacgctgacttcgal
961 _ggccacgcatcacctggcgctgcatgaggacaagcctgactttgtcggc
1021 atcatctgtactcgtctctcaccaaagaagattattgagaagtgggtggactttgccaga
1081 cgcctgtgtgagcacaagtatggcaatgcgcccecgtgtccgecatcaatggeccatgtggcet
1141 gcccggttccceccttcatcectatgeccactggactacatcctgecggagetgectcaagaat
1201 gccatgaggatctcagaccgtggtggaggaatcgctcacaaagatctggaccgggtcatg
1261 gactaccacttcactactgctgaggccagcacacaggacccccggatcageccecectettt
1321 ggccatctggacatgcatagtggcgcccagtcaggacccatgcacgggtgagaccctgcece
1381 aggccaggatggaggggtgggggaccccaggagactcaagcctctgaagcctcecctgtect
1441 gtcccecctgcccaccceccagetttggettecgggttgeccacgtcacgggectacgecggag
1501 tacctcggtgggtctctgcagctgcagtccctgcagggcattggcacggacgtctacctyg
1561 cggctccgccacatcgatggccgggaggaaagcttccggatctgaccccacagectttgg
1621 cctgctcacccgaccagcctgggccgecattcecctgecaggacctecccgggtcaggecaggge
1681 ggccccctgctccacacactgctgcatcecttgggtctcagggacccagacagatggactta
1741 catggagctgggcactgccctgcctcaacagggtccattgectcecctegectccagaactt
1801 ggagcagggaagtgggcaccctgaggcctccagcaccagttccgtcattctegttectygg
1861 ggaacccccactctgacctgttattaaagttcacattttgaatgccctctecgggeccegt
1921 gtgtggggagggcaggtgaacttttgtttctgcccccattcaggttcactgageccttgg
1981 gttgaactggttegtgtcccagtectettacctgccctgagagecctggcaggeccaggagta
2041 gaatgggtcccaagtctgttgcatgtttgatttggtgggagtgggatgactgcagcacct
2101 tatacaaagagctttcattcatcttgttgaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abbildung 23: Bindungsstellen der siRNA 1 und 5 sowie des hBCKDK-Primers in der
BCKDK-Isoform 2.

Dargestellt ist die Basenabfolge der BCKDK-Isoform 2. Die rote Markierung zeigt die
Bindungsstelle der siRNA 1, die blaue die der siRNA 5, die griine die des hBCKDK-
Primers. Die Bindungssequenz der siRNA 3 ist in der Basenabfolge der Isoform 2 nicht
vorhanden.
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1 ggcgtggcctggatgcgcgggcgcecccgggacggcacgtcctcagaccaaactacaactec
61 caggacccagcgggcgctgccgcecccacgecgacgtcacggecggecggagggcgcaggegget
121 gggcgcctggcgagtggactgttcgagecccttceccgetgggacccgggecctggetceccgge
181 cccgcgatgggagctgctctccgecgggectgagectgtcagcatecctcgacgecacccectggt
241 ccctgaagtcggagaagagcccctacccacccacacccceccttgecccattttgggtegec
301 tgggtcctcagtcctagcggatcctcagtcctagecggccaccgggtctgaaaggagcaag
361 acgatgatcctggcgtcggtgctgaggagcggtcccgggggegggecttececgectecggece
421 ctcctgggacccgcactcgcecgctccgggecccgectcgacgtcggeccaccgacacacaccac
481 gtggagatggctcgggagcgctcca caaccagtcggccatc
541 gacgcggcagcggagaagccctcagtccgcecctaacgcccaccatgatgectctacgetgge
601 cgctctcaggacggcagccaccttctgaaaagtgctcggtacctgcagcaagaacttcca
661 gtgaggattgctcaccgcatcaagggcttccgctgecttcecctttcatcattggectgecaac
721 cccaccatactgcacgtgcatgagctatatatccgtgeccttccagaagctgacagactte
781 cctccgatcaaggaccaggcggacgaggcccagtactgccagectggtgecgacagectgetyg
841 gatgaccacaaggatgtggtgaccctcttggcagagggcctacgtgagagccggaagecac
901 atagaggatgaaaagctcgtccgctacttcttggacaagacgctgacttcgal
961 ggccacgcatcacctggcgctgcatgaggacaagcctgactttgtecgge
1021 atcatctgtactcgtctctcaccaaagaagattattgagaagtgggtggactttgccaga
1081 cgcctgtgtgagcacaagtatggcaatgcgcccecgtgtccgecatcaatggeccatgtggcet
1141 gcccggttccceccttcatcectatgeccactggactacatcctgecggagetgectcaagaat
1201 gccatgagagccacaatggagagtcacctagacactccctacaatgtcccagatgtggte
1261 atcaccatcgccaacaatgatgtcgatctgatcatcaggatctcagaccgtggtggagga
1321 atcgctcacaaagatctggaccgggtcatggactaccacttcactactgctgaggccage
1381 acacaggacccccggatcagccccctcetttggecatctggacatgcatagtggegeccag
1441 tcaggacccatgcacgggtgagaccctgccaggccaggatggaggggtgggggaccccag
1501 gagactcaagcctctgaagcctcecctgtcecctgteccecctgeccacceccagetttggette
1561 gggttgcccacgtcacgggcctacgcecggagtacctecggtgggtctectgcagectgecagtece
1621 ctgcagggcattggcacggacgtctacctgcggctccgeccacatcgatggeccgggaggaa
1681 agcttccggatctgaccccacagcctttggecctgectcaccecgaccagectgggecgeatt
1741 ccctgcaggacctcccgggtcaggcagggcggecccctgetceccacacactgectgeatcett
1801 gggtctcagggacccagacagatggacttacatggagctgggcactgccctgectcaaca
1861 gggtccattgcctcctcecgectccagaacttggagcagggaagtgggcaccctgaggecte
1921 cagcaccagttccgtcattctcgttcctggggaacccccactctgacctgttattaaagt
1981 tcacattttgaatgccctctcgggccececgtgtgtggggagggcaggtgaacttttgttte
2041 tgcccccattcaggttcactgageccttgggttgaactggttegtgtecccagtetecttac
2101 ctgccctgagagcctggcaggccaggagtagaatgggtcccaagtctgttgecatgtttga
2161 tttggtgggagtgggatgactgcagcaccttatacaaagagctttcattcatcttgttga
2221 aaaaaaaaaaaaaaaaa

Abbildung 24: Bindungsstellen der siRNA 1, 3 und 5 sowie des hBCKDK-Primers in
der BCKDK-Isoform 3.

Dargestellt ist die Basenabfolge der BCKDK-Isoform 3. Die Bindungsstellen der siRNA
und des Primers sind in rot (siRNA 1), gelb (siRNA 3), blau (siRNA 5) und griin
(hBCKDK-Primer) dargestellt.
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Abbildung 25: Immunogensequenz des BCKDK-Antikorpers.
Dargestellt ist die Aminosduresequenz, die der verwendete BCKDK-Antikérper bindet. Die
grau hinterlegten Bereiche fehlen in den BCKDK-Isoformen 2 und 3, wodurch der

BCKDK-Antikorper diese Isoformen nicht binden kann.
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