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1 Einleitung

Mit einer 5-Jahres Uberlebensrate von nur etwa 5-8% gehért das Pankreaskarzinom zu den
malignen Krebsarten mit einer der schlechtesten Prognosen und stellt eine der
Hauptursachen fir krebsbedingte Todesfdlle weltweit dar (1, 2). Bereits jetzt ist das
Pankreaskarzinom die vierthaufigste Ursache fir krebsbedingte Todesfalle bei gleichzeitig
zunehmender Inzidenz. In den Vereinigten Staaten von Amerika wird angenommen, dass
es bis 2030 die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache sein wird (3). Fir Westeuropa
zeigen sich mit einer Inzidenz von 7,3/100.000 und einer Mortalitat von 6,8/100.000
Einwohnern sehr dhnliche Zahlen wie in Nordamerika (4).

Mit einem Anteil von mehr als 85% stellt das duktale Adenokarzinom der
Bauchspeicheldriise (PDAC) den haufigsten histologischen Subtyp der malignen
Pankreastumoren dar (5). Derzeit ist die chirurgische Resektion die einzige kurative
Behandlungsoption, doch auf Grund der zum Diagnosezeitpunkt bereits haufig
fortgeschrittenen Tumorerkrankung stellen sich nur etwa 20 % der Patienten mit einem
resektablen Tumorstadium und 30-40% mit einem borderline resektablen Tumorstadium
vor (6). Borderline bzw. grenzwertig resektable Tumore sind hierbei als technisch
resektable Tumore mit einem hohen Risiko eines positiven Resektionsrandes definiert (7).
Insbesondere Patienten mit einem borderline resektablen Tumor scheinen durch eine
neoadjuvante Chemotherapie ein besseres onkologisches Ergebnis zu erreichen (8, 9).
Auch wenn die chirurgische Resektion bis heute die einzige kurative Behandlungsoption
darstellt, nimmt die Chemotherapie eine zentrale Rolle bei der multimodalen Behandlung
dieser Tumorentitdt ein. Eine adjuvante Chemotherapie verlangert nach einer
makroskopischen Resektion (RO: keine Krebszellen innerhalb von 1 mm an allen
Resektionsrandern oder R1: Krebszellen innerhalb von 1 mm an einem oder mehreren
Resektionsrandern vorhanden) das mediane Gesamtiiberleben der Patienten je nach
Therapieschema um 35,0 (Gemcitabin) bzw. 54,4 (mFOLFIRINOX) Monate (10). Im
metastasierten  Stadium liegt der Uberlebensvorteil ebenfalls bei einer
Kombinationstherapie durch FOLFIRINOX mit einem mittleren Gesamtiiberleben von 11,1
Monaten im Vergleich zu 6,8 Monaten unter einer Monotherapie mit Gemcitabin (11). Die
individuelle Tumorbiologie spielt bei der Auswahl des Chemotherapieregimes bisher
jedoch keine Rolle, sondern vielmehr richtet sich die Auswahl der Therapie nach der

korperlichen Belastbarkeit des Patienten (12). Eine gezielte Behandlungsmoglichkeit fiir



Patienten, die derzeit auf kein verwendetes Behandlungsschema ansprechen, existiert in
der klinischen Praxis bisher nicht. Die Identifizierung von Biomarkern, die das Ansprechen
auf eine Behandlung vorhersagen oder gar eine personalisierte Therapie ermdoglichen,
konnte bei dieser aggressiven Tumorentitat entscheidend dazu beitragen, die bisher sehr
schlechte Prognose zu verbessern.

Mehrere Arbeiten konnten durch die Identifizierung molekularer Signaturen zeigen, dass
sich PDACs in ihrer Tumorbiologie zum Teil deutlich unterscheiden und anhand dieser
Signaturen in unterschiedliche molekulare Subtypen unterteilt werden kénnen (13, 14, 15).
Die hierbei mit am haufigsten genutzte Klassifikation zur Einteilung der so genannten
intertumoralen Heterogenitat entspricht der Einteilung in einen klassischen und einen
basal-dhnlichen Subtyp von Moffit et al. (14). Eine weitere hdufig genutzte Klassifikation
entspricht der Einteilung in einen epithelial-dhnlichen (entspricht weitestgehend dem
klassischen Subtyp) und einen mesenchymal-ahnlichen Typ (entspricht weitestgehend dem
basal-dhnlichen Subtyp) (16). Die klinische Bedeutung dieser differenzierten
Betrachtungsweise ergibt sich aus der Korrelation zwischen dem molekularen Subtyp und
dem Gesamtliberleben der Patienten. Es zeigen sich dariiber hinaus Zusammenhange
zwischen molekularem Subtyp des Tumors und Therapieresistenzen beziehungsweise
Sensitivitditen gegenilber bestimmten Chemotherapeutika sowie unterschiedlich
aggressive  Wachstumsverhalten (17). Umfassende Arbeiten zu genomischen,
transkriptomischen und proteomischen Signaturen koénnten Patientengruppen
identifizieren, welche fiir eine mogliche gezielte Therapie in Frage kdmen. Mehr als 90 %
der PDACs weisen eine KRAS-Mutation auf, und 60 % der KRAS-Wildtyp-Tumore tragen
alternative Veranderungen, die den RAS-MAPK-Signalweg aktivieren (18). Weitere haufige
Mutationen liegen im Bereich der DNA-Reparaturgene wie BRCA2, PALB2 und ATM, welche
potentiell sensibler gegenliber platinhaltiger Chemotherapien oder PARP Inhibitoren sein
konnten (18). Bei Patienten mit metastasiertem Bauchspeicheldrisenkrebs und einer
Keimbahnmutation von BRCA konnte bei einer Behandlung mit Olaparib bereits ein
lingeres progressionsfreies Uberleben im Vergleich zum Placebo gezeigt werden (19).
Genomverluste von CDKN2A (Genprodukt ist der Cyclin-abhdngige Kinase-Inhibitor
p16INK4) und DPC4 (kodiert fur SMAD4, welcher eine wesentliche Rolle in der
SignalUbertragung des transformierenden Wachstumsfaktors-B (TGF-B) einnimmt) in
Krebszellen kdnnen wiederum mit einem veranderten Ansprechen auf Gemcitabin oder 5-

FU in Verbindung gebracht werden (20, 21, 22).



Neben der oben beschriebenen intertumoralen Heterogenitét ist in den letzten Jahren die
intratumorale Heterogenitdt (ITH) als entscheidender Faktor fir Tumorbiologie,
Therapieansprechen und letztlich das Patienteniliberleben deutlicher in den Fokus geriickt
(23). Auf der Ebene einzelner Zellen wurde deutlich, dass Tumorzellen verschiedener
molekularer Subtypen nebeneinander koexistieren und in ihrer Gesamtheit das
Expressionsprofil des Tumors ausmachen. Daraus lasst sich ableiten, dass die genomischen
und transkriptomischen Profile durch ein Kontinuum von Genexpressionen bestimmt
werden, die aus einer Mischung von Unterpopulationen innerhalb eines
Pankreaskarzinoms stammen (17, 24). Die genomische Instabilitdt der Tumorzellen wird als
ein Treiber der ITH diskutiert, denn durch diese kommt es zu Anhaufung genetischer
Veranderungen (25). Die ITH spiegelt sich auf zellularer Ebene als Ergebnis der
Akkumulation genetischer, epigenetischer und metabolischer Verdanderungen mit einem
hohen Mal} an Plastizitat wider (26, 27). Eine solche Plastizitat driickt sich unter anderem
in der Reaktivierung des epithelial-mesenchymalen Ubergangs (EMT) aus. EMT gilt bei einer
Vielzahl von Tumoren als frithes Ereignis in der Entwicklung zu maligne entarteten Zellen.
Neben einer Tumorprogression flihrt dies ebenfalls zu Therapieresistenzen,
Metastasierungsneigung und invasiverem Wachstumsverhalten (28, 29, 30).

Wenngleich die meisten der angehiuften Mutationen zunichst keinen Uberlebensvorteil
fir einzelne Subklone bedeuten (31), kdnnen diese dennoch zu unterschiedlichen
intrinsischen Resistenzprofilen gegeniiber Chemotherapeutika oder anderen externen
Veranderungen fihren (32). Wird die funktionelle Hierarchie der Tumorpopulation in Folge
externer Veranderungen (wie zum Beispiel einer medikamentdsen Therapie) aus dem
Gleichgewicht gebracht, kann sich fiir bestimmte Subklone ein Uberlebensvorteil ergeben.
Ein solcher Uberlebensvorteil, von bereits vor Therapiebeginn existierender Subklone,
kann letztlich zu einem Therapieversagen und schlieBlich dem klinischen Bild eines

Tunmorrezidivs fihren (33).

Zusammengefasst beeinflussen sowohl die intertumorale als auch die intratumorale
Heterogenitat das biologische Verhalten der Tumore. Primadre Zelllinien, etablierte
Zelllinien und aus einzelnen Zellen gewonnene Zelllinien kdnnen hierbei wertvolle
Informationen (iber den Genotyp und Phadnotyp einzelner Tumore liefern. Die
Entschlisselung der molekularen Profile und kombinierte Betrachtungen mit

Resistenzverhalten gegeniber Behandlungstherapien, Wachstumsverhalten und weiterer



funktioneller Eigenschaften ermdglichen es, ein tieferes Verstandnis der Tumorbiologie zu
gewinnen und konnten somit dazu beitragen, neue klinische Behandlungsstrategien fir

den Bauchspeicheldriisenkrebs zu entwickeln.



1.1

Ubersicht Publikationen der kumulativen Promotion

Etablierung und molekulare Charakterisierung von zwei aus Patienten
gewonnenen Zelllinien des duktalen Adenokarzinoms der Bauchspeicheldrise als

praklinische Modelle fiir das Ansprechen auf eine Behandlung

Braun R, Lapshyna O, Watzelt J, Drenckhan M, Kiinstner A, Farber B, u. a. Establishment and
Molecular Characterization of Two Patient-Derived Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Cell Lines as
Preclinical Models for Treatment Response. Cells. 11. Februar 2023;12(4):587.

Molekulares Profiling und spezifisches Targeting von Gemcitabin-resistenten

Subklonen in heterogenen Bauchspeicheldriisenkrebs-Zellpopulationen

Farber B, Lapshyna O, Kiinstner A, Kohl M, Sauer T, Bichmann K, u. a. Molecular profiling and
specific targeting of gemcitabine-resistant subclones in heterogeneous pancreatic cancer cell
populations. Front Oncol. 2023;13:1230382.

Die quasimesenchymale duktale Epithelzelllinie PANC-1 der Bauchspeicheldrise -
ein nitzliches Modell zur Untersuchung klonaler Heterogenitat und EMT-

Subtypverschiebung

Ungefroren H, Thirling | T, Farber B T, Kowalke T, Fischer T, De Assis LVM, u. a. The
Quasimesenchymal Pancreatic Ductal Epithelial Cell Line PANC-1-A Useful Model to Study Clonal
Heterogeneity and EMT Subtype Shifting. Cancers. 19. April 2022;14(9):2057.
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2 Ergebnisse

2.2 Etablierung und molekulare Charakterisierung von zwei aus Patienten
abgeleiteten, primaren Zelllinien des duktalen Adenokarzinoms der

Bauchspeicheldriise

Braun R, Lapshyna O, Watzelt J, Drenckhan M, Kiinstner A, Farber B, u. a. Establishment and Molecular
Characterization of Two Patient-Derived Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Cell Lines as Preclinical Models

for Treatment Response. Cells. 11. Februar 2023;12(4):587.

In dieser Arbeit wurden zwei neue primare Zelllinien, die von Patienten aus chirurgischen
Proben aus einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas gewonnen wurden, etabliert und
anhand ihres molekularen Phanotyps, funktioneller Eigenschaften und klinischer
Annotationen charakterisiert. Auf diese Weise sollte ein praklinisches ex vivo Modell
erstellt werden, welches die Moglichkeit bietet, neue Behandlungsstrategien zu erforschen
und somit ultimativ bei der Entwicklung personalisierter (gezielter) Therapieschemata zu
helfen.

Das Tumorgewebe wurde direkt nach der chirurgischen Resektion entnommen und nach
einem standardisierten Protokoll aufbereitet. Nach Erreichen eines stabilen Wachstums
der kultivierten Zellen aus der Probe, wurden die Fibroblasten durch einen
immunomagnetischen Assay auf Grundlage von Fibroblasten-spezifischen Antigenen
entfernt. Die etablierten reinen Tumorzelllinien wurden durch STR-Genotypisierung fiir 21
Loci authentifiziert, um zu bestatigen, dass beide Zelllinien neu und nicht durch
Kontamination bereits etablierter Zelllinien entstanden waren. Eine Mykoplasmen-
Kontamination wurde ausgeschlossen.

LuPanc-1-Zellen wurden aus einem Pankreaskarzinom eines 64-jahrigen mannlichen
Patienten, der sich mit einem lokal fortgeschrittenen Karzinom des Pankreasschwanzes mit
Infiltration des Magens vorstellte, abgeleitet. Die histopathologische Beurteilung des
resezierten Tumors ergab ein maRig differenziertes duktales Adenokarzinom des Pankreas
(TNM-Klassifikation: pT3, N1, L1, V1, Pnl, RO, G2). Der Patient erhielt eine adjuvante
Chemotherapie mit einer reduzierten Dosis FOLFIRINOX und entwickelte nach 9 Monaten
ein Lokalrezidiv. LuPanc-2-Zellen wurden aus einem lokal fortgeschrittenen
Pankreaskarzinom einer 63-jahrigen weiblichen Patientin gewonnen. Die Patientin stellte

sich mit einem Karzinom im Pankreaskorpus vor, der die Pfortader und den Truncus
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coeliacus lokal infiltrierte. Die histopathologische Beurteilung des resezierten Tumors
ergab ein schlecht differenziertes duktales Adenokarzinom des Pankreas (TNM-
Klassifikation: pT3, N2, L1, V1, Pnl, RO, G3). Unter Chemotherapie mit FOLFIRINOX
entwickelte die Patientin nach 8 Monaten ein Lokalrezidiv.

Zur Charakterisierung der Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Verdopplungszeiten der
beiden Zelllinien bestimmt. Die LuPanc-1-Zellen zeigten eine Populationsverdopplungszeit
von 44 Stunden, wahrend LuPanc-2-Zellen eine wesentlich langsamere
Populationsverdopplungszeit von 84 Stunden aufwiesen.

Die Aggressivitat von Bauchspeicheldriisenkrebszellen steht in Zusammenhang mit dem
Erwerb mesenchymaler/ basal-ahnlicher Eigenschaften. Die Proteingehalte von E-Cadherin
und Vimentin wurden mittels Western Blotting bestimmt, um die Zellen einer eher
epithelialen oder mesenchymalen Differenzierung zuzuordnen. Beide Zelllinien wiesen
eine typische epitheliale Morphologie auf und exprimierten maRige Mengen an CK7 und E-
Cadherin. Interessanterweise exprimierten LuPanc-1-Zellen sowohl E-Cadherin als auch
Vimentin, wahrend LuPanc-2-Zellen dhnliche Mengen an E-Cadherin aufwiesen, jedoch
keine nachweisbaren Mengen an Vimentin. Im Vergleich mit permanenten Zelllinien, die
entweder dem mesenchymal-dhnlichen Subtyp (mit einer hohen Vimentin-Expression,
aber nur geringen oder nicht nachweisbaren E-Cadherin-Expression) oder dem epithelial-
dhnlichen Subtyp (mit starker E-Cadherin-, aber keiner Vimentin-Expression) entsprechen,
wurde deutlich, dass die LuPanc-1-Zellen keinem dieser extremen Phanotypen zuzuordnen
sind. Durch eine doppelte Immunfluoreszenzfarbung von E-Cadherin und Vimentin in
LuPanc-1-Zellen konnte gezeigt werden, dass einzelne LuPanc-1-Zellen beide Proteine
gleichzeitig exprimierten, sich aber auch in ihrem Verhaltnis von E-Cadherin- und Vimentin-
Expression unterschieden. Diese Beobachtung wurde anschlieRend durch Einzelzell-
abgeleitete, klonale Kulturen dieser Zelllinie bestatigt.

Beide Zelllinien wurden mittels Exom-Sequenzierung (Whole Exome Sequenzierung, WES)
genomisch charakterisiert. Insbesondere wurden die Genloci fir KRAS, DPC4, RNF43,
ARID1A, TGFBR2, GNAS, RREB1 und PBRMI1, die vom Cancer Genome Atlas Research
Network als haufig mutiert in PDACs beschrieben wurden, analysiert. LuPanc-1 hatte eine
Missense-Mutation (p.R282W) und LuPanc-2 hatte eine Frameshift-Deletion (p.P89X) in
TP53. BRCA2 hatte eine Nonsense-Mutation (p.Q780*) und CREBBP eine Missense-
Mutation (p.P279R) in LuPanc-1. CDKN2A war in LuPanc-2 mutiert (p.H83Y). Ausschliellich

LuPanc-2 wies eine teilweise oder vollstindige Deletion von DPC4 auf. Analysen der
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Kopienzahlvariationen (CNV) dieser Gene stellten jedoch in beiden Zelllinien den Verlust
von KRAS, BRCA2, CDKN2A und DPC4 sowie Gewinne von RNF43, GNAS und PBRM1 fest.
Die Mutationssignaturen und insbesondere das Vorhandensein von mutiertem KRAS lieBen
darauf schlieBen, dass beide Zelllinien einen transformierten Phdnotyp aufwiesen. Um dies
funktionell zu untersuchen, wurde die Fahigkeit von Krebszellen ausgenutzt, aus
Einzelzellen dreidimensionale Kolonien (Spharoide) zu bilden, wenn sie in einem halbfesten
Medium kultiviert werden. Wie erwartet bildeten beide Zelllinien eine groBe Anzahl von
Sphéroiden in Weichagar und Matrigel, wobei LuPanc-2-Zellen wesentlich mehr Spharoide
bildeten als LuPanc-1-Zellen.

Die TGF-B-Signallibertragung spielt wahrend der Krebsentstehung eine antagonistische
Rolle, indem sie zunachst das Epithelwachstum hemmt und spater das Voranschreiten
fortgeschrittener Tumore fordert, d. h. die Migration/ Invasion stimuliert, so dass sie eine
doppelte Rolle als Tumorsuppressor und -promotor einnimmt. Zellen beider Zelllinien
wurden mit rekombinanten humanem (rh)TGF- B1 stimuliert und sowohl fiir LuPanc-1 als
auch fur LuPanc-2 konnte eine Aktivierung des Rezeptor-gesteuerten Smad-Protein,
SMAD?2, gezeigt werden. Dies deutete somit auf das Vorhandensein einer funktionellen
TGF-B Rezeptor-Signalisierung in beiden Zelllinien hin. Entsprechende Verdanderungen in
der Genexpression konnten hingegen nur in LuPanc-1 Zellen in Form von einer
Hochregulation von SERPINE1 (kodiert fiir Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1, PAI-1),
SNAI2 (kodiert fiir SNAIL2/SLUG) bzw. SOX2 festgestellt werden. Die Tatsache, dass die
LuPanc-2-Zellen nicht auf die Behandlung mit (rh)TGF-B1 reagierten, konnte auf das Fehlen
des gemeinsamen Mediators Smad, SMAD4, zurlickgefiihrt werden.

Die Untersuchungen der Zellmigrationsaktivitdat zeigten, dass LuPanc-1 eine hohe
Migrationsaktivitat besall. LuPanc-2 zeigte hingegen eine sehr geringe Aktivitdt in der
Migration. In Einklang mit den Ergebnissen zur TGF-B Signallbertragung konnte die
Migrationsaktivitat in LuPanc-1 durch eine Stimulierung mit (rh)TGF- 1 erhoht werden,
wahrend in LuPanc-2 Zellen keine erhohte migratorische Aktivitat durch eine Stimulierung
mit (rh)TGF- B1 induziert werden konnte.

AbschlieBend wurde die Empfindlichkeit der beiden Zelllinien fir eine Gemcitabin-
Monotherapie und eine Therapie mit dem Kombinationsschema FOLFIRINOX getestet,
indem die jeweilige halbmaximale Hemmkonzentration bestimmt wurden. Der ICso fiir
Gemcitabin betrug 13,6 nM (ICg von 50,5 nM) fiir LuPanc-1 und 357,1 nM fiir LuPanc-2
(ICoo von 2812 nM). Der ICsp-Wert fur FOLFIRINOX (als Konzentration von 5-FU in
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FOLFIRINOX) betrug 573,8 nM (ICs von 5659 nM) fir LuPanc-1. Der Verlauf der Dosis-
Wirkungskurve der LuPanc2-Zellen fiir FOLFIRINOX liel8 keine Bestimmung des ICso-Wertes

bzw. des ICqo Wertes zu.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass fiir beide von Patienten abgeleitete Zelllinien
unterschiedliche molekulare Phanotypen charakterisiert werden konnten, die ihre
individuelle Tumorbiologie widerspiegeln. Diese molekularen Unterschiede wurden
kombiniert mit klinischen Annotationen der jeweiligen Patienten betrachtet. Ein solches
praklinisches Ex-vivo-Modell kann in Zukunft auf weitere potenzielle neue
Behandlungsstrategien untersucht werden und somit bei der Entwicklung personalisierter

(gezielter) Therapieschemata helfen.
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2.3 Molekulares Profiling und spezifisches Targeting von Gemcitabin-resistenten

Subklonen in heterogenen Bauchspeicheldriisenkrebs-Zellpopulationen

Farber B, Lapshyna O, Kiinstner A, Kohl M, Sauer T, Bichmann K, u. a. Molecular profiling and specific
targeting of gemcitabine-resistant subclones in heterogeneous pancreatic cancer cell populations. Front

Oncol. 2023;13:1230382.

Ziel dieser Arbeit war es, mit dem Modellsystem der Einzelzelllinien (Single Cell-derived Cell
Lines, SCDCLs) Gemcitabin-resistente Subklone innerhalb einer Tumorgesamtpopulation zu
identifizieren. Durch eine molekulare Profilerstellung der Subklone sollten spezifische
Signalwege und Proteinsignaturen identifiziert werden, welche mit einem resistenteren
bzw. sensitiveren Verhalten gegeniber der Therapie mit Gemcitabin assoziiert sind. Die
molekularen Unterschiede sollten anschliefend genutzt werden, um eine gezieltere
Therapie der Gemcitabin-resistenten Subklone des heterogenen Tumors durchzufiihren.
Fir diesen Ansatz wurden zwei etablierte, permanente duktale Adenokarzinom Zelllinien
des Pankreas, die klassisch differenzierte Zelllinie BxPC3 und die basal-dhnlich
differenzierte Zelllinie Panc-1, ausgewahlt. Beide Zelllinien wurden durch STR-
Genotypisierung authentifiziert und Kreuzkontaminationen mit anderen Zelllinien somit
ausgeschlossen. Eine Mykoplasmen-Kontamination wurde mit einem PCR-basierten Test
ebenfalls bei beiden Ziellinien ausgeschlossen. Aus den parentalen Zellpopulationen der
klassisch differenzierten Zelllinie BxPC3 und der basal-ahnlich differenzierten Zelllinie Panc-
1 wurden anschlieBend durch limitierende Verdiinnung SCDCLs hergestellt.

Die Zellmorphologien und das jeweilige Wachstumsverhalten der wachsenden Kolonien
unterschieden sich zum Teil erheblich. Dies reichte von mehr spindelférmigen Zellen, was
auf einen eher mesenchymaleren/ basal-ahnlichen Phanotyp hinweist, bis hin zu mehr
quaderformigen Zellen, was auf einen eher epithelialeren/ klassischen Phanotyp hindeutet.
Neben morphologischen Unterschieden der SCDCLs unterschied sich die Zeitspanne bis zur
80-prozentigen Konfluenz in einer 6-Well-Kulturplatte nach Einzelzellsortierung deutlich.
Unter den SCDCLs von BxPC3 erreichte der erste Subklon die Konfluenz nach 32 und der
letzte nach 62 Tagen. Die Zeit bis zur Konfluenz der SCDCLs von Panc-1 reichte von 30 bis
48 Tagen.

Um das individuelle Ansprechen der SCDCLs auf Gemcitabin in vitro zu bestimmen, wurden
fir beide parentale Tumorpopulationen Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt. Anhand dieser

wurde die jeweilige halb-maximale-Hemmkonzentration (ICsp) und eine Konzentration

15



nahe der maximalen Hemmung (ICmax) bestimmt. Im Anschluss wurden samtliche SCDCLs
mit dem zuvor bestimmten ICso bzw. ICmax ihrer parentalen Tumorpopulation therapiert.
Die SCDCLs beider Zelllinien zeigten ein heterogenes Ansprechen auf die Therapie mit
Gemcitabin, wobei die SCDLCs von BxPC3 hierbei deutlich variabler reagierten. Der
resistenteste SCDCL von BxPC3 (B2D9) zeigte unter Therapie mit dem ICso der parentalen
Population eine Uberlebensrate von 0,67 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle,
wihrend der sensitivste SCDCL von BxPC3 (B3C10) lediglich eine Uberlebensrate von 0,29
aufwies (p<0.009). Bei Behandlung mit der ICsp der parentalen Zellpopulation von Panc-1
erreichte der resistenteste SCDCL von Panc-1 (P4E2) eine Uberlebensrate von 0,8 und der
sensitivste SCDCL von Panc-1 (P4B9) eine Uberlebensrate von 0,66 (p<0.006). Zwischen den
jeweiligen Extremen bildeten sowohl die SCDCLs von BxPC3 als auch von Panc-1 ein
Kontinuum an Ansprechraten. Fir die Ansprechraten bei der Behandlung mit der ICmax
zeigte sich fur beide Zelllinien ein ebenfalls heterogenes Ansprechen, vergleichbar mit der
Therapie mit ICsp. Die Ansprechraten auf die ICso und ICmax tendierten fiir beide Zelllinien
zu einer Korrelation (SCDCLs von BxPC3: r=0.4828; p<0.0001; SCDCLs von Pancl
r=0.3089; p=0.0001). Fir die empfindlichsten und resistentesten SCDCLs der beiden
parentalen Zelllinien wurden anschlieBend vollstandige Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt und
es konnte gezeigt werden, dass die zuvor unterschiedlichen Ansprechraten gegeniiber der
Gemcitabin-Therapie nicht auf einzelne Konzentration beschrankt, sondern vielmehr Gber
groRere Konzentrationsbereiche hinweg bestanden.

Im Weiteren wurden mogliche Korrelationen zwischen Proliferationsverhalten und
Ansprechraten auf eine Gemcitabin Behandlung untersucht. Fir beide Zelllinien konnte
kein klarer Zusammenhang zwischen der Zeit bis zur Konfluenz und dem Ansprechen auf
die Behandlung beobachtet werden. Untersuchungen zu den Verdopplungszeiten ergaben
zwischen dem resistentesten SCDCL von BxPC3 (B2D9: DT= 44,27h; Cl95%: 41,29h bis
47,72h) und dem sensitivsten SCDCL von BxPC3 (B3C10: DT= 29,28h; CI95%: 26,99h bis 32h)
signifikante Unterschiede. Im Vergleich zu dem zweit- und drittresistentesten SCDCL von
BxPC3 zeigte der sensitivste SCDCL jedoch keine signifikant schnellere Verdopplungszeit
mehr. Zwischen dem resistentesten und sensitivsten SCDCL von Panc-1 wurde kein
signifikanter Unterschied in der Verdopplungszeit gemessen.

Um festzustellen, ob die unterschiedlichen Behandlungsphanotypen der SCDCLs mit einer
transkriptomischen Heterogenitdt zusammenhangen, wurde eine mRNA-Sequenzierung

aller 12 SCDCLs von BxPC3 und aller 14 SCDCLs von Panc-1 durchgefiihrt. In einer ,,Principle
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Component Analyse” der 1000 variabelsten Gene zeigten die SCDCLs beider Zelllinien eine
Clusterung, die mit der Einteilung anhand der Empfindlichkeit gegeniiber Gemcitabin gute
Ubereinstimmungen zeigte. In supervidierten Analysen entsprechend einer Stratifizierung
anhand der Ansprechrate auf die ICso bzw. ICmax ergaben sich fiir die SCDCLs von BxPC3 159
bzw. 753 differentiell exprimierte Gene. In Ubereinstimmung mit einer geringeren
Heterogenitat in Bezug auf das Ansprechen auf die Gemcitabin-Therapie zeigten die SCDCLs
von Panc-1 mit 98 bzw. 149 differentiell regulierten Genen eine ebenfalls geringere
transkriptomische Heterogenitat. Durch weiterfihrende ,Gene-Set-Enrichment-Analysen”
wurden differentiell regulierte Signalwege identifiziert, welche mit einem resistenteren
bzw. sensibleren Verhalten gegenliber Gemcitabin assoziiert waren. Unter den SCDCLs von
BxPC3 korrelierten insbesondere die Signalwege EMT, TNF Signaling via NfKB und IL2STAT5
mit einem resistenteren Verhalten gegeniliber Gemcitabin. Mit einem besseren
Ansprechen auf die Chemotherapie waren hingegen Signalwege wie MYC-Ziele v1, MYC-
Ziele v2 sowie E2F-Ziele assoziiert. Gegensatzlich hierzu waren genau diese Signalwege
(MYC-Ziele v1, MYC-Ziele v2 sowie E2F-Ziele) in den SCDCLs von Panc-1 mit einem
resistenteren Verhalten gegenliber Gemcitabin assoziiert.

Um ein umfassenderes Verstandnis der biologischen Prozesse zu erlangen, die mit der
Heterogenitat der SCDCLs einhergehen, wurden die transkriptomischen Analysen durch
eine Betrachtung der Proteinexpression erweitert. Mit Hilfe des ,Random-Forrest-
Ansatzes” wurden Proteinsignaturen extrahiert, die mit dem Ansprechen jedes einzelnen
SCDCL von BxPC3 oder Panc-1 auf Gemcitabin in Verbindung standen. Flr BxPC3 wurden
auf diese Weise 50 Proteine identifiziert, die mit dem heterogenen Ansprechen auf
Gemcitabin assoziiert waren. Von diesen Proteinen zeigten 21 einen Zusammenhang mit
einem schlechteren Ansprechen und 29 einen Zusammenhang mit einem besseren
Ansprechen. Fir Panc-1 wurden 18 Proteine identifiziert. Von diesen zeigten sechs eine
Assoziation zu einem schlechteren Ansprechen und zwolf Proteine eine Assoziation mit
einem besseren Ansprechen. Die groBRte Assoziation mit einem schlechten
Therapieansprechen zeigte fir die SCDCLs von BxPC3 das Protein TNF-Rezeptor-
Superfamilie 6b (TNFRSF6B) und fiir die SCDCLs von Panc-1 der autokrine Motilitatsfaktor-
Rezeptor (AMFR).

Eine kombinierte Betrachtung der Transkriptomanalysen sowie der Proteinsignaturen lief3
die Vermutung zu, dass die Gemcitabin-resistenten SCDCLs beider Zelllinien gezielter durch

einen Inhibitor der BET (,,bromodomain and extraterminal domain®) - Proteine therapiert

17



werden kénnten. Daher wurde die spezifische anitproliferative Wirkung von JQ1, der ein
wirksamer Inhibitor flir BET-Proteine ist, in dem SCDCL-Modellsystem getestet. Bei BxPC3
reagierte der Gemcitabin-resistenteste SCDCL B2D9 wesentlich empfindlicher auf die
Behandlung mit JQ1 (ICso: 48,36 nM; Cl95%: 27,68 - 84,48 nM) als der Gemcitabin-
empfindlichste SCDCL B3C10 (ICso: 95,63 nM Cl95%: 73,16 - 125 nM). Der Gemcitabin-
resistenteste SCDCL von Panc-1 war ebenfalls empfindlicher im Vergleich zum Gemcitabin-
empfindlichsten SCDCL P4B9, wenn diese mit JQ1 behandelt wurden (P4E2: I1Cso: 471,8 nM
CI95%: 338,4 - 658 nM; P4B9: ICso: 1590 nM CI95%: 667 - 3791 nM).

Durch das Modellsystem der SCDCLs konnte diese Arbeit Gemcitabin-resistente Subklone
innerhalb einer heterogenen parentalen Tumorpopulation identifizieren. Die SCDCLs
wurden funktionell und molekular umfassend charakterisiert. Die identifizierten Klon-
spezifischen Signalwege und Proteinsignaturen ergaben Maoglichkeiten, neben Erklarungen
fir das heterogene Ansprechen auf Gemcitabin, zusatzlich eine gezieltere Therapie der
Gemcitabin-resistenten Subklone zu etablieren. Dieses Modell verdeutlicht, dass unter
Berlicksichtigung der intratumoralen Heterogenitat, Pankreaskarzinome potenziell auch in

vivo gezielter therapiert werden kdnnen.
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2.4 Die quasimesenchymale duktale Epithelzelllinie PANC-1 der
Bauchspeicheldriise - ein niitzliches Modell zur Untersuchung klonaler

Heterogenitat und EMT-Subtypverschiebung

Ungefroren H, Thirling | t, Farber B ¥, Kowalke T, Fischer T, De Assis LVM, u. a. The Quasimesenchymal
Pancreatic Ductal Epithelial Cell Line PANC-1-A Useful Model to Study Clonal Heterogeneity and EMT Subtype
Shifting. Cancers. 19. April 2022;14(9):2057.

Ziel der Arbeit war es, mit unserem Modellsystem der SCDCLs die Epithelial-
Mesenchymale-Plastizitdt (EMP) in duktalen Adenokarzinom Zellen des Pankreas zu
untersuchen. Das Phdanomen der intratumoralen Heterogenitdt wird von der EMP
angetrieben, die zwei Entwicklungsprogramme umfasst. Zum einen die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT), bei denen Epithelzellen in invasive mesenchymale Zellen
umgewandelt werden und zum anderen - den umgekehrten Prozess - die mesenchymale-
epitheliale Transition (MET), die ein metastatisches Wachstum an entfernten Orten
ermoglicht.

Fiir diesen Ansatz wurden zwei etablierte permanente duktale Adenokarzinom Zelllinien
des Pankreas ausgewahlt; die basal-dhnlich differenzierte Zelllinie Panc-1 und die klassisch
differenzierte Zelllinie BxPC3. Beide Zelllinien wurden durch STR-Genotypisierung
authentifiziert und Kreuzkontaminationen anderer Zelllinien somit ausgeschlossen. Eine
Mykoplasmen-Kontamination wurde mit einem PCR-basierten Test ebenfalls
ausgeschlossen. Aus den parentalen Zellpopulationen der basal-dhnlich differenzierten
Zelllinie Panc-1 und der klassisch differenzierten Zelllinie BxPC3 wurden durch limitierende
Verdinnung Einzelzelllinien (SCDCLs) hergestellt. Sechs SCDCLs der Zelllinie Panc-1 und fiinf
SCDCLs der Zelllinie BxPC3 wurden im Folgenden genauer untersucht.

Die abgeleiteten Einzelzellklone wurden mikroskopisch untersucht und die Expression von
EMT-Markern mittels Immunoblots analysiert. Die Panc-1-Klone zeigten deutliche
Unterschiede in der Zellmorphologie und im Wachstumsmuster, wahrend die BxPC3-Klone
vergleichsweise geringere sichtbare Unterschiede aufwiesen. Die Expression von E-
Cadherin zu Vimentin variierte erheblich zwischen den Panc-1-Klonen. Passend zu
heterogenen Subpopulationen zeigten sich sehr unterschiedliche Verhaltnisse von E-
Cadherin zu Vimentin. Betrachtet wurden ebenfalls die beiden kleinen GTPasen RAC1 und
RAC1b, welche eine Rolle bei der EMP spielen. Das Verhaltnis RAC1b zu RAC1 entsprach

weitgehend dem zuvor gemessenen Verhaltnis von E-Cadherin zu Vimentin. Bei den finf
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SCDCLs von BxPC-3 wurden geringe Unterschiede in der Expression von E-Cadherin
festgestellt, und das Vimentin-Protein war in diesen Zellen kaum nachweisbar. Die
Stabilitdt des Phanotyps, der aus einzelnen Zellen gewonnenen Klone, wurde durch eine
erneute Erzeugung von Subklonen aus den SCDCLs Uberprift. Anschliefend erfolgte ein
Vergleich ihrer Morphologie und EMT-Markerexpression. Diese Versuche zeigten, dass der
Phanotyp der Klone stabil war und sich keine gemischte E/M-Population wie bei den
parentalen Kulturen bildeten. Neben unterschiedlichen E-Cadherin zu Vimentin und RAC1b
zu RAC1 Verhéltnissen, wiesen die SCDCLs von Panc-1 ebenfalls Unterschiede in der
Expression des neuroendokrinen Markers Synaptophysin (SYP) auf. Auf der Grundlage der
Zellmorphologie und der Expression von EMT-Markern wurden die Klone in der Folge als
mesenchymal, epithelial oder epithelial/ mesenchymal klassifiziert.

AnschlieBend wurden die SCDCLs beider Zelllinien auf ihre Heterogenitat im Hinblick auf
ihr invasives Potenzial mittels eines Echtzeit-Migrationsassays untersucht. Hierbei wurde
festgestellt, dass diese sich in ihrer basalen Migrationsaktivitat stark unterschieden. Klone
mit hoher Migrationsaktivitat wiesen niedrige E-Cadherin zu Vimentin Verhaltnisse und ein
niedrigeres RAC1b zu RAC1-Verhaltnis auf. Die SCDCLs von BxPC3 zeigten, im Einklang mit
den geringen Unterschieden der E-Cadherin zu Vimentin Expression, eine deutlich
einheitlichere migratorische Aktivitat.

Das Stammzellpotenzial von zwei Panc-1-Klonen wurde genauer betrachtet, indem ein
Koloniebildungstest durchgefiihrt wurde. Der migratorisch aktivste SCDCL (P1C3) bildete
8,4-mal mehr Kolonien als der migratorisch am wenigsten aktivste SCDCL (P4B11). Die
SCDCLs von Panc-1 wiesen somit starke Variationen im zelluldren Phanotyp, die mit
Invasion und Metastasierung in Zusammenhang stehen, auf. Die in vitro als mesenchymal
klassifizierten Klone wiesen einen maligneren Phanotyp auf im Vergleich zu den als
epithelial klassifizierten Klonen.

In einem nachsten Schritt wurde der Zusammenhang zwischen der phanotypischen
Heterogenitat und die zelluldare Reaktion auf die Stimulation durch Wachstumsfaktoren,
angesichts seiner starken EMT fordernden Funktion, insbesondere den transformierenden
Wachstumsfaktor (TGF) B, betrachtet. Zunachst wurde quantitativ die Viabilitat der Zellen,
die die Wachstumsregulierung widerspiegelt, als Reaktion auf TGFB1 mit einem Resazurin
basierten Assay bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen SCDCLs von
Panc-1 unterschiedlich auf TGFB1-Stimulation reagierten. Ein Teil der SCDCLs reagierte mit

einer Wachstumsinhibition, andere mit einem refraktaren und ein SCDCL sogar mit einem
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stimulierten Wachstumsverhalten. Zur genaueren Wirkung auf die proliferative Aktivitat
wurden Zellzahlungstests erganzt. Wahrend die parentale Population von Panc-1 auf
TGFB1-Stimulation mit einer Wachstumshemmung reagierte, reagierten die SCDCLs im
Wesentlichen wie in den oben beschriebenen Resazurin basierten Tests.

AnschlieBend wurde die Expression von TGFB-Zielgenen quantifiziert und in Einklang mit
den vorherigen Ergebnissen eine klonale Heterogenitat in der Reaktion auf TGF(B1-
Stimulation festgestellt. Die klonale Heterogenitat der SCDCLs von Panc-1 beeinflusste
somit die Empfindlichkeit gegenliber TGFB1 in Bezug auf die proliferative Aktivitat und die
Regulierung von Genen, die an EMT und Invasion beteiligt sind.

Nachdem kirzlich gezeigt wurde, dass (parentale) Panc-1 Zellen mit einem Cocktail aus drei
proinflammatorischen Zytokinen, IFNy, IL1B und TNFa (lIT), zur Aktivierung eines
Transkriptionsprogramms fir die duktale bis endokrine Transdifferenzierung (deTDtP)
angeregt werden konnten, wurde untersucht, ob diese Fahigkeit vom EMT-Phanotyp
abhdngt. Einzelne SCDCLs von Panc-1-Zellen zeigten deutliche Unterschiede in ihrer
Fahigkeit, die Expression von Insulin oder Neurogenin-3 nach Aktivierung des deTDtP zu
induzieren. Die Analyse der zirkadianen Rhythmik in den Zellen zeigte zwar klonabhangige
Unterschiede, jedoch war keine Assoziation mit den EMT-Phanotypen festzustellen.

Die Arbeit zeigte, dass Panc-1-Zellen in verschiedenen Phanotypen in einer
Gesamtpopulation co-existieren und dynamische Verschiebungen durch dulSere Einflisse
erfahren kénnen. Eine TGFB1-Behandlung induzierte in der parentalen Panc-1 Population
eine mesenchymale Verschiebung, die sich in einer spindelformigen Morphologie, einer
Herabregulierung epithelialer Marker, einer Hochregulierung mesenchymaler Marker und
einer erhohten invasiven Aktivitat zeigte. Alle sechs getesteten SCDCLs von Panc-1 waren
ebenfalls TGFB-empfindlich und zeigten jeweils mindestens eine zellulare Reaktion
entsprechend der parentalen Population auf TGFB-Stimulation.

Eine Behandlung der parentalen Panc-1 Population mit IIT flihrte zu einem
Differenzierungsprozess, der Zellen hervorbrachte, die Vorlauferzellen der
Bauchspeicheldriisenvorldufer/ B-Zellen dhnelten. Da diese Zellen von Natur aus epithelial
sind, deutete dies darauf hin, dass durch eine Behandlung mit IIT ein MET-ahnliches
Programm induziert werden konnte. Das MET-adhnliche Programm filihrte zu einer
Herunterregulierung von EMT-Markern wie Vimentin, RAC1 und SNAIL und zur
Hochregulierung von MET-Markern wie CK19, CDH1, GRHL2 und OVOL2. Ahnliche

Beobachtungen konnten in der ebenfalls basal-dhnlich differenzierten Zelllinie MiaPaca-2
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gemacht werden. Zusatzlich reduzierte sich durch IIT-Behandlung die invasive Aktivitat der
Panc-1-Zellen, was darauf hindeutete, dass der MET-ahnliche Prozess die Zellen weniger
maligne machte. Es konnte somit gezeigt werden, dass eine [IT-Behandlung in den
Pankreaskrebszellen eine Differenzierung zum epithelial-ahnlicheren und weniger
malignen Phanotyp induzierte.

Alternatives mRNA-Spleil3en ist ein wichtiger Mechanismus bei der Regulierung von EMT-
und MET-Programmen, wobei TGFB-Signale eine wichtige Rolle bei der Regulierung von
gepaarten Spleif3-Varianten spielen, die entweder einen E- oder M-Phanotyp fordern. RAC1
und seine SpleiB-lsoform, RAC1b, stellen ein solches Paar dar, wobei RAC1 den M- und
RAC1b den E-Zustand fordert. Die Herabregulierung von RAC1 in Panc-1 Zellen durch die
[IT-Behandlung deutete darauf hin, dass RAC1 und/oder RAC1b der Regulation durch TGFB1
und/oder T unterlagen. Zur Validierung dieser Beobachtung wurde die RAC1b-
Proteinkonzentration unter TGFB1-Behandlung in der parentalen Panc-1 Population
bestimmt. Die RAC1b-Proteinkonzentration sank bei TGFB1-Behandlung (p < 0.05), und die
gleichzeitige Behandlung mit dem ALK5-Inhibitor SB431542 verhinderte diese
Herabregulierung. Ein Dosis-Wirkungs-Assay zeigte, dass TGFB1-Konzentrationen von 0,5-
5 ng/ml fur eine robuste Herabregulierung erforderlich waren. Die Verwendung von Panc-
1 Zellen mit einer stabilen ektopischen Expression einer HA-markierten Version von RAC1b
wurden genutzt, um festzustellen, dass die Proteinstabilitdt von RAC1b durch TGFB1 nicht
beeintrachtigt wurde. Dies deutete somit auf eine Regulierung auf mRNA-Ebene hin und
wurde durch eine gPCR-Analyse bestatigt (p = 0.033). Die proinflammatorische Zytokin
Mischung IIT erhohte die Proteinkonzentration von RAC1b und unterdriickte die
Proteinkonzentration von RAC1. Diese Beobachtung lieR den Schluss zu, dass die
unterschiedliche Ausrichtung von RAC1b durch TGFB1 und lIT fiir die Zunahme des M- oder

E-Phanotyps entscheidend war.

Diese Arbeit konnte mithilfe der klonalen Einzelzellanalyse Zellen in der PDAC Zelllinie Panc-
1 mit unterschiedlichen E/M-Phanotypen und funktionellen Eigenschaften identifizieren.
Parentale Panc-1-Kulturen konnten in vitro dazu gebracht werden, sich entweder in
Richtung eines eher mesenchymalen oder eines eher epithelialen Phdnotyps zu
verschieben. Diese bidirektionale Verschiebung wurde durch die kleinen GTPasen RAC1
und RAClb gesteuert. Zusammengefasst erweisen sich Panc-1-Zellen somit als ein

nitzliches Modell fiir die Untersuchung des biologisch relevanten Prozesses der EMP.
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3 Diskussion und Gesamtkonklusion

Die Prognose des duktalen Adenokarzinoms der Bauchspeicheldriise hat sich trotz der
intensiven  Forschung in  Hinblick auf onkologischer sowie chirurgischer
Therapieoptimierung in den letzten Jahren nur marginal verbessert (34, 35). Die
chirurgische Resektion des Tumors bleibt bislang die einzige Moglichkeit der kurativen
Behandlung und dieser schlieBt sich in der Regel eine adjuvante Chemotherapie an (36, 37).
Ein mit etwa 60% nicht zu vernachlassigender Teil der Patienten ist zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits im metastasierten Stadium und kann lediglich eine palliative Therapie mit
entweder mFOLFIRINOX oder Gemcitabin (mit nab-Paclitaxel) erhalten (38). Zielgerichtete
Therapien sind bislang kein fester Bestandteil der Therapie des PDAC (39), jedoch konnte
bereits in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass Subgruppen von Patienten von einer
solchen Therapie profitieren konnten (19, 40).

Die vorliegenden Arbeiten geben einen Uberblick, wie die inter- sowie intratumorale
Heterogenitat die Biologie der Tumore beeinflusst. Auf diese Weise kdnnen zum einen
Riickschllisse auf Resistenzmechanismen gegeniber den eingesetzten Chemotherapeutika
gezogen sowie zum anderen unterschiedliche invasive Wachstumsverhalten oder weitere
Eigenschaften der Tumorzellen charakterisiert werden. Darliber hinaus ermoglicht dieses
Verstandnis die Auswahl einer gezielteren Therapie, um somit eine Tumorprogression bzw.
ein Tumorrezidiv zu verhindern. Das langfristige Ziel schlief3lich ist es eine zielgerichtetere
Therapie, welche die heterogene Tumorbiologie berticksichtigt, zu etablieren und ultimativ

das Gesamtiiberleben der Patienten mit Bauchspeicheldriisenkrebs zu verbessern.

Die Rolle der intertumoralen Heterogenitat

In den letzten Jahren wurden PDACs in mehreren Arbeiten anhand ihres molekularen
Profils in Subtypen eingeteilt. Die Nomenklatur und die exakten molekularen Profile
unterscheiden sich je nach Arbeitsgruppe. Es lasst sich jedoch festhalten, dass der
quasimesenchymale Subtyp von Collisson et al. (13), der basal-ahnliche Subtyp von Moffitt
et al. (14) und der squamdse Subtyp von Bailey et al. (15) signifikante Uberschneidungen
besitzen. Die klinische Bedeutung wird durch das deutlich schlechtere klinische Outcome
dieser Subtypen im Vergleich zu den anderen Subtypen unterstrichen (41, 42).

Die in der Krebszelllinien-Enzyklopadie (CCLE) des Broad Institutes hinterlegten Zelllinien

zum PDAC koénnen die komplexe intertumorale Heterogenitat und die individuelle
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Tumorbiologie des PDACs vermutlich nicht vollstdndig widerspiegeln. Gleichzeitig fehlt zu
den permanenten Zelllinien haufig die klinische Annotation zur Korrelation mit dem
individuellen klinischen Verlauf und dem onkologischen Ergebnis. Die Etablierung weiterer
Zelllinien, welche in den Kontext zum klinischen Verlauf gesetzt werden, kann somit ein
nitzliches ex vivo Modell darstellen, um tiefere Verstiandnisse Uber die heterogene
Tumorbiologie des PDACs zu gewinnen.

In unserer Studie wurden zwei primare Zelllinien etabliert, welche es uns erméglichten (a)
eine umfassende molekulare Charakterisierung durchzufiihren, (b) funktionelle Aspekte
wie invasives Verhalten und Ansprechen auf Chemotherapeutika zu untersuchen und (c)

den klinischen Verlauf zu annotieren.

Die Rolle der intratumoralen Heterogenitat

Neben der intertumoralen Heterogenitat weist das PDAC ebenfalls ein erhebliches Mal% an
intratumoraler Heterogenitat auf. Chang-Seng-Yue et al. haben kirzlich gezeigt (17), dass
die von Moffitt et al. definierten basal-dahnlichen und klassischen Subtypen jeweils eine
eigene Heterogenitat aufweisen. Transkriptomanalysen zeigten, dass jeder Subtyp ein
Kontinuum der Genexpression widerspiegelt, dass durch eine Mischung intratumoraler
Subpopulationen bestimmt wird (17). Analysen auf Ebene der Einzelzellebene von PDACs
zeigen, dass Zellen des basal-dhnlichen Subtyps deutlich weiterverbreiteter sind als
zunachst angenommen wurde (24). Zusatzlich finden sich Zellen, die sowohl Marker des
klassischen als auch des basal-dhnlichen Subtyps exprimieren und somit eine Art
Zwischenzustand reflektieren (43, 44). Diese Beobachtungen verdeutlichen, weshalb eine
allein intertumorale Charakterisierung der Tumore die Komplexitdt und evolutiondren
Prozesse einer Tumorpopulation vermutlich nicht vollstandig aufgreifen kann. Eine Reihe
von Arbeiten deutet darauf hin, dass in einem Grofteil der Tumore bereits vor Beginn einer
Therapie sowohl therapieresistente Subpopulationen als auch solche mit héherem
Potential zur Metastasenbildung vorhanden sind (17, 33, 45, 46). Durch das Konzept der
,Epithelio-mesenchymalen Transition” werden unter anderem Tumorprogression,
Therapieresistenzentwicklung und Metastasenbildung erklart (28, 29, 30). Es beschreibt die
dynamische Umwandlung von Epithelzellen in bewegliche Mesenchymzellen bzw. die
Auflésung von Zell-Zell-Adhasionen hin zu Zellen mit Migrationsaktivitat (47, 48). Es zeigte
sich in mehreren Studien, dass Tumorzellen des Pankreas zwischen epithelialem und

mesenchymalem Zustand im Sinne eines plastischen Verhaltens wechseln kénnen, anstatt
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einen der beiden Zustdnde dauerhaft beizubehalten (49, 50, 51). Insbesondere in Hinblick
auf das invasive Verhalten und die Fahigkeit zur Metastasenbildung scheinen Tumorzellen
besonders effizient zu sein, wenn diese einen hybriden Phanotyp zwischen epithelialem

und mesenchymalem Phanotyp besitzen (52, 53, 54).

Die Etablierung von aus einzelnen Zellen abgeleiteten Zelllinien ermdglichte es uns
Subpopulationen aus urspriinglichen Tumorzellpopulation zu isolieren und sowohl auf
molekularer Ebene als auch in funktioneller Hinsicht zu untersuchen. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass innerhalb einer Tumorpopulation Zellen mit deutlich unterschiedlicher
Zellmorphologie sowie differentieller Expression von EMT-Markern koexistieren. Diese
heterogenen Phanotypen gingen mit unterschiedlichen tumorigenen Potenzialen und
invasiven Aktivitaten einher. Daruber hinaus identifizierten wir verschiedene
Subpopulationen von Tumorzellen, die aus derselben parentalen Tumorpopulation
stammten und dabei erheblich unterschiedliche Resistenzprofile gegeniiber Gemcitabin
aufwiesen. Diese unterschiedlichen Resistenzprofile konnten wir mit transkriptomischen
und proteomischen Expressionsprofilen korrelieren, wodurch wir in der Lage waren, die
Gemcitabin-resistenten Subklone gezielter zu behandeln. Unsere Ergebnisse legen
schliefRlich nahe, dass die unterschiedlichen Phanotypen subklonaler Populationen genutzt

werden kdnnen, um Therapieresistenzen zu liberwinden.

Die intratumorale Heterogenitdt ermoglicht es den Tumoren folglich, einer zunachst
effektiven medikamentdsen Therapie zu entkommen. Durch die gedanderten externen
Umstinde gewinnen einzelne Zellen einen Uberlebensvorteil, der ihnen eine klonale
Expansion ermoglicht, welche sich klinisch in einem Tumorrezidiv ausdriickt. Die klinische
Korrelation zeigt sich in einem kirzeren Gesamtiiberleben der Patienten, welche ein
héheres MaR an intratumoraler Heterogenitit aufweisen (43, 55). Der Uberlebensvorteil
von Patienten mit einem Pankreaskarzinom, die eine molekular gesteuerte Therapie im
Vergleich zur Standardtherapie erhielten, unterstreicht die Notwendigkeit, die individuelle
Tumorbiologie in der Therapiestratifizierung zu berlcksichtigen (19, 40, 56, 57). Dies
verdeutlicht, ebenso wie unsere Ergebnisse, dass die Behandlung heterogener
Pankreaskarzinome individuelle, patientenspezifische und molekular geleitete

Behandlungsstrategien erfordert, anstelle eines "One-size-fits-all"-Ansatzes.
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Establishment and Molecular Characterization of Two Patient-Derived Pancreatic Ductal

Adenocarcinoma Cell Lines as Preclinical Models for Treatment Response

Braun R, Lapshyna O, Watzelt J, Drenckhan M, Kinstner A, Farber B, Hael AAM, Bolm L,
Honselmann KC, Konukiewitz B, Castven D, Spielmann M, Gorantla SP, Busch H, Marquardt
JU, Keck T, Wellner UF, Ungefroren H. Establishment and Molecular Characterization of
Two Patient-Derived Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Cell Lines as Preclinical Models for
Treatment Response. Cells. 2023 Feb 11;12(4):587. doi: 10.3390/cells12040587. PMID:
36831254; PMCID: PM(C9954561.

Abstract

The prognosis of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is exceedingly poor. Although
surgical resection is the only curative treatment option, multimodal treatment is of the
utmost importance, as only about 20% of tumors are primarily resectable at the time of
diagnosis. The choice of chemotherapeutic treatment regimens involving gemcitabine and
FOLFIRINOX is currently solely based on the patient's performance status, but, ideally, it
should be based on the tumors' individual biology. We established two novel patient-
derived primary cell lines from surgical PDAC specimens. LuPanc-1 and LuPanc-2 were
derived from a pT3, pN1, G2 and a pT3, pN2, G3 tumor, respectively, and the clinical follow-
up was fully annotated. STR-genotyping revealed a unique profile for both cell lines. The
population doubling time of LuPanc-2 was substantially longer than that of LuPanc-1 (84
vs. 44 h). Both cell lines exhibited a typical epithelial morphology and expressed moderate
levels of CK7 and E-cadherin. LuPanc-1, but not LuPanc-2, co-expressed E-cadherin and
vimentin at the single-cell level, suggesting a mixed epithelial-mesenchymal differentiation.
LuPanc-1 had a missense mutation (p.R282W) and LuPanc-2 had a frameshift deletion
(p.P89X) in TP53. BRCA2was nonsense-mutated (p.Q780*) and CREBBP was missense-
mutated (p.P279R) in LuPanc-1. CDKN2A was missense-mutated (p.H83Y) in LuPanc-2.
Notably, only LuPanc-2 harbored a partial or complete deletion of DPC4. LuPanc-1 cells
exhibited high basal and transforming growth factor (TGF)-B1-induced migratory activity in

real-time cell migration assays, while LuPanc-2 was refractory. Both LuPanc-1 and LuPanc-
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2 cells responded to treatment with TGF-B1 with the activation of SMAD2; however, only
LuPanc-1 cells were able to induce TGF-B1 target genes, which is consistent with the
absence of DPC4 in LuPanc-2 cells. Both cell lines were able to form spheres in a semi-solid
medium and in cell viability assays, LuPanc-1 cells were more sensitive than LuPanc-2 cells
to treatment with gemcitabine and FOLFIRINOX. In summary, both patient-derived cell
lines show distinct molecular phenotypes reflecting their individual tumor biology, with a
unique clinical annotation of the respective patients. These preclinical ex vivo models can
be further explored for potential new treatment strategies and might help in developing

personalized (targeted) therapy regimens.
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Molecular profiling and specific targeting of gemcitabine-resistant subclones in

heterogeneous pancreatic cancer cell populations

Farber B, Lapshyna O, Kiinstner A, Kohl M, Sauer T, Bichmann K, Heckelmann B, Watzelt J,
Honselmann K, Bolm L, Ten Winkel M, Busch H, Ungefroren H, Keck T, Gemoll T, Wellner
UF, Braun R. Molecular profiling and specific targeting of gemcitabine-resistant subclones
in heterogeneous pancreatic cancer cell populations. Front Oncol. 2023 Aug
31;13:1230382. doi:  10.3389/fonc.2023.1230382. PMID:  37719017; PMCID:
PMC10502231.

Abstract

Purpose: Chemotherapy is pivotal in the multimodal treatment of pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). Technical advances unveiled a high degree of inter- and
intratumoral heterogeneity. We hypothesized that intratumoral heterogeneity (ITH)
impacts response to gemcitabine treatment and demands specific targeting of resistant

subclones.

Methods: Using single cell-derived cell lines (SCDCLs) from the classical cell line BxPC3 and
the basal-like cell line Panc-1, we addressed the effect of ITH on response to gemcitabine

treatment.

Results: Individual SCDCLs of both parental tumor cell populations showed considerable
heterogeneity in response to gemcitabine. Unsupervised PCA including the 1,000 most
variably expressed genes showed a clustering of the SCDCLs according to their respective
sensitivity to gemcitabine treatment for BxPC3, while this was less clear for Panc-1. In
BxPC3 SCDCLs, enriched signaling pathways EMT, TNF signaling via NfKB, and IL2STAT5
signaling correlated with more resistant behavior to gemcitabine. In Panc-1 SCDCLs MYC
targets V1 and V2 as well as E2F targets were associated with stronger resistance. We used
recursive feature elimination for Feature Selection in order to compute sets of proteins
that showed strong association with the response to gemcitabine. The optimal protein set
calculated for Panc-1 comprised fewer proteins in comparison to the protein set
determined for BxPC3. Based on molecular profiles, we could show that the gemcitabine-
resistant SCDCLs of both BxPC3 and Panc-1 are more sensitive to the BET inhibitor JQ1

compared to the respective gemcitabine-sensitive SCDCLs.
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Conclusion: Our model system of SCDCLs identified gemcitabine-resistant subclones and
provides evidence for the critical role of ITH for treatment response in PDAC. We exploited
molecular differences as the basis for differential response and used these for more

targeted therapy of resistant subclones.
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The Quasimesenchymal Pancreatic Ductal Epithelial Cell Line PANC-1-A Useful Model to

Study Clonal Heterogeneity and EMT Subtype Shifting

Ungefroren H, Thiirling |, Farber B, Kowalke T, Fischer T, De Assis LVM, Braun R, Castven D,
Oster H, Konukiewitz B, Wellner UF, Lehnert H, Marquardt JU. The Quasimesenchymal
Pancreatic Ductal Epithelial Cell Line PANC-1-A Useful Model to Study Clonal Heterogeneity
and EMT Subtype Shifting. Cancers (Basel). 2022 Apr 19;14(9):2057. doi:
10.3390/cancers14092057. PMID: 35565186; PMCID: PMC9101310.

Abstract

Intratumoral heterogeneity (ITH) is an intrinsic feature of malignant tumors that eventually
allows a subfraction of resistant cancer cells to clonally evolve and cause therapy failure or
relapse. ITH, cellular plasticity and tumor progression are driven by epithelial-mesenchymal
transition (EMT) and the reverse process, MET. During these developmental programs,
epithelial (E) cells are successively converted to invasive mesenchymal (M) cells, or back to
E cells, by passing through a series of intermediate E/M states, a phenomenon termed E-
M plasticity (EMP). The induction of MET has clinical potential as it can block the initial EMT
stages that favor tumor cell dissemination, while its inhibition can curb metastatic
outgrowth at distant sites. In pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), cellular models
with which to study EMP or MET induction are scarce. Here, we have generated single cell-
derived clonal cultures of the quasimesenchymal PDAC-derived cell line, PANC-1, and found
that these differ strongly with respect to cell morphology and EMT marker expression,
allowing for their tentative classification as E, E/M or M. Interestingly, the different EMT
phenotypes were found to segregate with differences in tumorigenic potential in vitro, as
measured by colony forming and invasive activities, and in circadian clock function.
Moreover, the individual clones the phenotypes of which remained stable upon prolonged
culture also responded differently to treatment with transforming growth factor (TGF)1
in regard to regulation of growth and individual TGFB target genes, and to culture
conditions that favour ductal-to-endocrine transdifferentiation as a more direct measure
for cellular plasticity. Of note, stimulation with TGFB1 induced a shift in parental PANC-1
cultures towards a more extreme M and invasive phenotype, while exposing the cells to a
combination of the proinflammatory cytokines IFNy, IL1f and TNFa (IIT) elicited a shift

towards a more E and less invasive phenotype resembling a MET-like process. Finally, we
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show that the actions of TGFB1 and IIT both converge on regulating the ratio of the small
GTPase RAC1 and its splice isoform, RAC1b. Our data provide strong evidence for dynamic

EMT-MET transitions and qualify this cell line as a useful model with which to study EMP.
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