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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas rangiert in Deutschland an vierter
Stelle der Krebstodesursachen. Die relative Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt
bei nur 8%. Urséachlich fur die schlechte Prognose sind zum einen die spate
Diagnosestellung aufgrund fehlender FriherkennungsmaBnahme und die ag-
gressive Tumorbiologie. Dem invasiven Pankreaskarzinom gehen ahnlich wie
bei der Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms Vorlauferlasio-
nen (PanINs) voraus. Einhergehend mit diesen Vorlauferlasionen kommt zu
einer Akkumulation von genetischen Verédnderungen. Um die Krankheitsent-
wicklung besser zu verstehen gibt es verschiedene Mausmodelle, welche die
humanen Karzinogenese rekapitulieren. In dieser Arbeit haben wir das bereits
in vielen Studien erprobte Mausmodell von David Tuveson mit Snail-Knock-Out-
Méausen gekreuzt und so Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?®*-Mause erschaffen.
Ziel war es so den Einfluss des Transkriptionsfaktor Snail1 auf die Entwicklung
von PanlIN-L&sionen zu untersuchen. Snaill ist ein Schlisselprotein der EMT
(Epithelialen-Mesenchymalen Transition und wirkt als direkter Repressor von E-
Cadherin, einem Zelladhasionsmolekil. Die EMT ist ein Zellprogramm welches
sessilen epithelialen Zellen erlaubt mesenchymale Eigenschaften, wie Motilitat

und Invasivitat, zu erlangen.

Homo- und heterozygote Snail®®'";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause wurden in 6
Beobachtungsraume eingeteilt (2,4,6,8,10 u. 12 Mon.) und im Anschluss das
Pankreas histopathologisch und immunhistochemisch untersucht. Weiterhin
wurden mittels gRT-PCR die Pankreata auf ihren Gehalt an Snail1, Twist1,
CDH1/E-Cadherin und Sox-9 mRNA auf Transkriptionsebene untersucht. Es
zeigte sich eine signifikant spater einsetzende Entwicklung sowie langsamere
Progression von PanlIN-L&sionen im Vergleich zu der Kontroligruppe (Pdx-1-
Cre; Kras). Snail1 war sowohl immunhistochemisch und auf Transkriptionsebe-
ne signifikant vermindert exprimiert. Die E-Cadherin Expression zeigte wider-
spruchliche Ergebnisse. In der Immunhistochemie fand sich in den
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*®*-Mausen eine etwas starkere Positivitat, in
der gRT-PCR eine heterogene Expression. Zum gréBten Teil war die Expressi-
on jedoch erniedrigt. Weiterhin zeigte sich eine deutlich verminderte Expression

Vi
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der Transkriptionsfaktoren Sox9 und Twist1. Fir MMP 7 konnte ebenfalls eine
geringere Expression in der immunhistochemischen Farbung nachgewiesen

werden.

Erstmals konnte mit dieser Arbeit in vivo nachgewiesen werden, dass unter
Abwesenheit von Snail1 die Initiation und Progression von PanINs drastisch

verlangsamt wird.

Die klinische Relevanz von Snail1 entweder als Biomarker in der Friiherken-
nung oder als therapeutisches Target sollte anhand weiterer Studien untersucht

werden.

Vil



Summary

Summary

Adenocarcinoma of the pancreas is the fourth leading cause of cancer related
deaths in Germany. The five-year survival is still less than 8% and the number
of annual incidence and mortality are almost identical.

Studies have shown that the EMT regulatory protein Snail is overexpressed in
pancreatic cancer cells which correlates with invasiveness and metastatic abil-
ity. Snail is a transcription factor which works as a direct repressor of E-
Cadherin.

Aim of this study was to compare homozygous and heterozygous Snail®®";Pdx-
1-Cre;LSL-Kras®'?®*-mice with Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'*®*-mice in order to draw
conclusions about the influence of Snail in initiation and progression of PanINs.

Mouse strains of Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*

- and Snail”” were crossed to gener-
ate homozygous and heterozygous Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mice.
Groups of those mice were observed and sacrificed at a defined age. The pan-
creas was harvested for further histopathological analyses, immunostaining and
real-time PCR.

Quantification of PanINs showed delayed initiation and progression of PanIN
lesions at all ages in both homozygous and heterozygous Snail®";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'?*-Mice. Invasive carcinoma was not observed. Using real-time
PCR we found a significant downregulation of Sox9, Snaill and Twist1. E-
Cadherin expression was also analysed using qRT-PCR and immunostaining.
Immunostaining showed higher expression of E-Cadherin in Snail®";:Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'?*-mice. In qRT-PCR we found heterogenic results, presenting
a lower expression in 5 of 6 Snail-Knock-Out mice.

This study provides in vivo evidence that progression of pancreatic intraepitheli-
al neoplasias is dramatically delayed under genetic abrogation of snail.

Further studies will need to examine the clinical relevance of those results. Es-

pecially Snail1 as a biomarker or therapeutic target should be analysed.

Vil



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Im Jahr 2010 erkrankten in Deutschland etwa 16.000 Personen an Bauchspei-
cheldrusenkrebs. Aufgrund der noch immer ungulnstigen Prognose verstarben
auch fast ebenso viele Personen an diesem Tumorleiden. Damit rangiert das
Pankreaskarzinom an vierter Stelle der Krebstodesursachen. Ein Langzeitlber-
leben ist somit selten und die relative Funf-Jahres-Uberlebensrate liegt bei nur
8% (RKI, 2013). Aufgrund der alterwerdenden Bevdlkerung ist fir die nachsten
Jahre ein Anstieg der absoluten Zahl der Neuerkrankungen zu erwarten. Ur-
séchlich fur die schlechte Prognose sind zum einen die spate Diagnosestellung
und die aggressive Tumorbiologie. Dies trifft insbesondere fur das duktale A-
denokarzinom des Pankreas zu, welches mit etwa 85% den haufigsten malig-
nen Tumor des Pankreas darstellt. Seltenere Tumoren, wie zum Beispiel die
Gruppe der neuroendokrinen Tumoren, weisen hinsichtlich des Uberlebens eine
deutlich bessere Prognose auf (RKI, 2013). In Frihstadien treten — wenn Uber-
haupt — nur unspezifische Symptome auf. Charakteristische Beschwerden wie
Ikterus, Fettstihle, Gewichtsverlust und diffuse gastrointestinale Schmerzen mit
Ausstrahlung in den Ricken sind meist Zeichen eines fortgeschrittenen Tumor-
leidens. Aufgrund der fehlenden Frihsymptome und geeigneter Friherken-
nungsmaBnahmen finden sich somit zum Zeitpunkt der Diagnose bei lediglich
10-20% der Patienten chirurgisch resektable Tumoren. Hier ist die chirurgische
Entfernung Therapie der Wahl und stellt die einzig potenziell kurative Therapie-
option dar. Nach radikaler onkologischer Resektion in TNM-Stadien | und Il
kann eine Lebensverlangerung von 1 bis 3 Jahren erreicht werden
(Neoptolemos, Stocken et al. 2004, Oettle, Neuhaus et al. 2013). Das Langzeit-
Uberleben nach Resektion liegt jedoch immer noch unter 20 % (Wagner,
Redaelli et al. 2004). Daher sind multimodale Therapiestrategien prinzipiell
sinnvoll, um das Langzeitliberleben zu verbessern. Die mediane Uberlebenszeit

bei resektablen Tumoren des Pankreaskopfes betragt nach RO-Resektion etwa
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17-28 Monate. Bei R1- oder R2-Resektion ist das mediane Uberleben signifi-
kant herabgesetzt und der Verlauf wird meist durch das Auftreten von Lokalre-
zidiven bestimmt. Durch eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabin kann
insbesondere in der Gruppe der RO-resezierten Patienten ein signifikantes
Uberlebensbenefit in Bezug auf das mediane Uberleben und die 5-Jahres-
Uberlebenschancen erreicht werden (Sohn, Yeo et al. 2000, Neoptolemos,
Stocken et al. 2001, Neoptolemos, Stocken et al. 2004, Raut, Tseng et al.
2007). In der Mehrzahl der Falle liegt bei Diagnosestellung ein metastasiertes
bzw. nicht-resektables Tumorstadium vor. Die Uberlebenszeit betragt hier meist
nur wenige Monate, so dass ein palliatives Vorgehen indiziert ist (Fernandez-
del Castillo et al., 2011). Als wichtigster vermeidbarer Risikofaktor gilt der Nikto-
tinkonsum, dabei steigt das Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken
mit der Anzahl der Pack Years (Bueno de Mesquita, Maisonneuve et al. 1991).
Ebenso erh6ht die chronische Pankreatitis das Erkrankungsrisiko, ist jedoch
nicht als ursachlich anzusehen. Auch hier fihrt ein zusatzlicher Nikotinkonsum
zu einer exponentiellen Steigerung des Ekrankungsrisikos (McKay, Glen et al.
2008). Weiterhin besteht ein erhdhtes Risiko an einem Pankreaskarzinom zu
erkranken wenn ein oder mehr erstgradig Verwandte betroffen sind. Hier steigt
das Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken mit der Anzahl an be-
troffenen erstgradig Verwandten und betragt bis zu 40% bei drei an einem Pan-
kreaskarzinom erkrankten erstgradig Verwandten (Klein, Brune et al. 2004). In
diesem Fall spricht man von einem familiaren Pankreaskarzinom. Ebenso konn-
te verschiedene Gendefekte, wie zum Beispiel BRCA1 und BRCA2 sowie das
Peutz-Jeghers-Syndrom nachgewiesen werden (Bartsch, Kress et al. 2004,
Feldmann, Karikari et al. 2011).

Ahnlich der Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms, welches
die Entstehung invasiver Karzinome aus Vorlauferlasionen durch spezifische
genetische Veranderungen beschreibt (Vogelstein, Fearon et al. 1988), wird
auch beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas ein morphologischer Trans-
formationsprozess angenommen. Hierbei entwickeln sich die pankreatischen

intraepithelialen Neoplasien (PanIN) aus normalem intradukatalem Epithel. Die

10
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PanINs entwickeln sich zun&chst tUber flache Epithelhyperplasien ohne Atypien
(PanIN-1A) und papillare Hyperplasien ohne oder mit Atypien (PanIN-1B oder
2) hin zu einem Carcinoma in situ (PanIN-3) und schlieBlich weiter zum invasi-
ven Pankreaskarzinom (PDAC) (s. Abb. 1) (Hruban, Wilentz et al. 2000),
(Hruban, Adsay et al. 2001).

—~ - - — . 4 ) e i
= Normal =} PanIN-1A 4}— PanIN-1B 4 }— PanIN-2 —— }—— PanIN-3 ——8—
< HHer-2/neu - -— plé - P53 ——
K-ras DPC4
BRCA2
LOH 9p —- LOH 18q, 17p, 6q =

Abbildung 1: Progression von normalem Gangepithel zu low-grade und high-grade PanIN-L&sionen (Wil-
entz et. al 2000)

Ein Besonderes Merkmal des PDAC ist eine ausgepragte desmoplastische
Stromareaktion. Das Stroma besteht aus Fibroblasten, Endothel- und Enztin-
dungszellen und Bestandteilen der Extrazelluldren Matrix (Seymour, Hruban et
al. 1994). Mehrere Studien konnten einen Einfluss des Stromas auf Tumor-
wachstum, Invasivitdt, Metastasierung und Chemoresistenz nachweisen

(Miyamoto, Murakami et al. 2004, Hwang, Moore et al. 2008).

1.2 Molekulargenetischer Hintergrund des Pankreas-
karzinoms

Karzinome entstehen durch eine Reihe von molekulargenetischen Verédnderun-
gen. Das Pankreaskarzinom ist ebenso charakterisiert durch die sequentielle
Akkumulation somatischer Mutationen einhergehend mit morphologischen Ver-
anderungen. So konnten fir die einzelnen PanIN-Lasionen spezifische geneti-

sche Veranderungen nachgewiesen werden (Hruban, Wilentz et al. 2000). Zu
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den frihesten nachweisbaren Veranderungen gehoren aktivierende Punktmuta-
tionen im Protoonkogen Kras. In den frihen PanIN-Lasionen sind diese in bis
zu 30% nachweisbar. In den héhergradigen Lasionen und im duktalen Adeno-
karzinom nimmt die Pravalenz auf bis zu 90% zu (Schneider, Lersch et al.
2003). Die zweithaufigste genetische Alteration beim Pankreaskarzinom ist die
Inaktivierung des Tumorsuppressorgen p16. Eine Inaktivierung findet sich in
etwa 80-95% der Pankreaskarzinome. Weiterhin ist der Transkriptionsfaktor
und Tumorsuppressor p53 in mehr als 60% der Pankreaskarzinome inaktiviert
(Schneider, Lersch et al. 2003). Vor allem in héhergradigen PanIN-Lasionen
treten diese Mutationen auf (PanIN 2 und PanIN3). Die Hauptfunktion des Tu-
morsuppressorgens p53 ist die Induktion eines Wachstumsstopps bzw. des
programmierten Zelltods nach DNA-Schadigungen. Des Weiteren finden sich
mit abnehmender Haufigkeit in den PanIN-3-Lasionen und invasiven Pankeas-
karzinomen auch inaktivierende Mutationen der Tumorsuppressorgene DPC4
und BRCA2 (Hruban, Wilentz et al. 2000, Wilentz, lacobuzio-Donahue et al.
2000).

1.3 Transgene Tumormausmodelle

In der biomedizinischen Grundlagenforschung sind Mause als Modellorganis-
mus bereits seit vielen Jahren von groBem Wert. Um zu einem besseren Ver-
stédndnis molekularer Krankheitsmechanismen beizutragen wurden in den letz-
ten Jahren zahlreiche transgene Tumormausmodelle mit spezifisch verédnderten
Genen entwickelt. In den 1980er Jahren legten Mario. R. Capecchi, Martin J.
Evans und Oliver Smithies mit ihren Forschungen den Grundstein fur die mitt-

lerweile unverzichtbaren transgenen Tiermodelle.

Daflr werden embryonale Stammzellen aus einer Blastozyste einer Maus ent-
nommen. In diese wird mithilfe eines nach vorheriger Elektroporation implantier-
ten Vektors in vitro das Zielgen eingefuhrt. Die Zellen, die das entsprechende
Merkmal tragen, werden purifiziert und durch homologe Rekombination kloniert.
Die so gewonnen Zellen werden anschlieBend in die Blastozyste einer weiteren

12
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Maus injiziert. Nach dem Mendel’schen Gesetz tragen die Tiere der Ubernéachs-
ten Generation das gewunschte Merkmal. Auf diese Weise ist es nicht nur még-
lich ein Knock-Out zu kreieren, sondern auch bestimmte Gene anzuschalten
(Knock-On), in ihrer Funktion zu andern oder durch ein anderes Gen zu erset-
zen (Knock-In) (Hansson, 2007).

1.3.1 Das Pankreaskarzinom im transgenen Tumormaus-
modell

Wie fur mittlerweile zahlreiche Erkrankungen existieren auch fir das Pankreas-
karzinom mehrere Mausmodelle. Die meisten Mausmodelle basieren auf einer
Mutation des K-ras Onkogen, da diese Veranderung die haufigste nachweisba-
re (bis zu 90%) genetische Alteration des Pankreaskarzinom ist (Herreros-
Villanueva, Hijona et al. 2012). In 2003 entwickelten Hingorani et al. ein Maus-
modell bei dem das Protoonkogen K-ras unter Kontrolle des pankreasspezifi-
schen Pdx-1-Promoters exprimiert wird. Mit diesem konnte gezeigt werden,
dass die Expression von K-ras die Progression der PanINs bis hin zum invasi-
ven Karzinom induziert. Dabei treten die aktivierenden (gain-of-function) Mutati-
onen an bestimmten Stellen des Ras-Gens auf, insbesondere T > A — Trans-
versionen an Codon 12, 13 und 61. Die Mutationen sind von sogenannten Lox-
Stop-Lox-Elementen flankiert, welche eine vorzeitige Transkription und Transla-
tion verhindern. Kreuzt man jedoch eine LSL-Kras®'?’-Maus mit einer Maus, die
die Rekombinase Cre, gesteuert vom Pdx-1-Promotor, besitzt, fihrt bei den
entsprechenden Nachkommen die Cre-Rekombinase zum Herausschneiden
der LSL-Elemente und somit zu einer Expression der onkogenen Form von K-
ras. Dies geschieht fast ausschlieBlich im Pankreasgewebe, da alle pankreati-
schen Zelltypen von Pdx-1-exprimierenden Vorlauferzellen abstammen (Gu,
Dubauskaite et al. 2002). Hingorani et al. konnten mit ihrer Studie zeigen, dass
die Pankreata aller Pdx-1-Cre, LSL-Kras®'?"-Mause (33 von 33) PanlN-
Lasionen entwickelten, die den humanen Vorlauferlasionen entsprachen. Be-
reits ab einem Alter von nur 2 Wochen waren PanIN-1a-L&sionen nachweisbar.
Mit Zunahme des Alters der Tiere konnten héhergradige Lasionen nachgewie-
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sen werden. Zudem zeigte sich auch eine ausgepragte desmoplastische Stro-
mareaktion, wie sie auch in humanen Pankreaskarzinomen vorkommt
(Hingorani, Petricoin et al. 2003). Ein weiteres Mausmodell aus dem Jahr 2003
konnte eine beschleunigte PanIN-Entstehung und Tumorprogression mit Ent-
wicklung von Metastasen zeigen. In diesem Modell wurde zwei Mutationen
kombiniert. Zum einen die pankreasspezifische Cre-gesteuerte Aktivierung des
K-ras Onkogen und zum anderen die Deletion des Ink4a/Arf — Tumorsuppres-
sorallels, was zu einer fehlenden Expression von p16™** und p19”" fiihrt. Hier
entwickelten alle Mause (26 von 26) innerhalb von 11 Wochen invasive und
metastasierende Pankreaskarzinome (Aguirre, Bardeesy et al. 2003). Im Jahr
2005 konnte dieselbe Arbeitsgruppe um Hingorani und Tuveson ihr bereits
etabliertes Mausmodell weiterentwickeln. In diesem Tumormausmodell wurde
zusatzlich eine Mutation (loss-of-function) des p53- Tumorsuppressorgens im-
plementiert. Die so erzeugten Pdx-1-Cre, LSL-Kras®'??"* LSL-Trp53"'72".
Mé&use zeigten im Alter von 4-6 Wochen frihe PanIN-L&asionen &hnlich der Pdx-
1-Cre, LSL-Kras®'?P-Mause. Ab einem Alter von 10 Wochen zeigte sich jedoch
eine signifikante Krankheitsaktivitdt mit manifesten Symptomen. Die mittlere
Uberlebenszeit lag bei nur 5 Monaten und keines der Tiere lebte langer als 12
Monate. 96% der insgesamt 28 M&use entwickelten ein invasives Pankreaskar-
zinom einhergehend mit malignem Aszites, Tumorkachexie sowie Metastasen
in Leber (70%), Lunge (50-60%), Nebennieren (20%) und Peritoneum (20-30%)

(Hingorani, Wang et al. 2005, Herreros-Villanueva, Hijona et al. 2012).

1.3.2 Snail-Knock-Out-Mause

Im Jahr 2001 konnte erstmals in einem Mausmodell der Effekt eine Snail1-
Nullallels untersucht werden. Mause, welche eine homozygote Deletion der
Snail1 Allele besitzen (Sna’bzw. Snai1%"®®") zeigen ausgepragte Defekte
wéhrend der Gastrulation und der Mesodermentwicklung und sterben ungefahr
an Tag 8 der Embryogenese. Heterozygote Snail-Mause (Sna™) wiederum

entwickelten sich normal. Die Mesodermformation findet in den homozygoten
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Sna”-Mause bis zu einem gewissen Grad statt, jedoch bewahren zahlreiche
mesodermale Zellen eine apikal-basale Polaritat und epitheliale Morphologie.
Weiterhin bleiben zwischen den Zellen Zelladhasionen wie z.B. adherens junc-
tions bestehen. Dies ist am ehesten durch die fehlende Repression des E-
Cadherin-Gens durch Snail1 bedingt (Carver, Jiang et al. 2001) (Cano, Perez-
Moreno et al. 2000)

Um diese Ergebnisse fur weitere Forschungen nutzen zu kénnen und die frihe
Letalitat der Mause in der Embryonalentwicklung zu umgehen gelang es der-
selben Arbeitsgruppe ein Mausmodell zu entwickeln, welches das Cre-loxP-
System nutzt um ein sogenanntes conditional snail null allele zu erhalten. Der
Promotor und die ersten beiden Exons des Snail1-Gen werden dabei von loxP
flankiert und Uber eine Cre-vermittelte Exzision des Snail1"™"°-Allels entsteht
das Snail1®2-Allel, welches ahnliche Eigenschaften wie das Snaitl®"-Allel be-
sitzt (s. Abb. 2). Dieses so geschaffene Modell wird es erméglichen die Funkti-
on des Transkriptionsfaktors Snail1 in einem erweiterten Kontext zu erforschen
(Murray, Carver et al. 2006).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Snai1-Wildtyp-, Snai1"®"®°-, Snai1"™- und Snai1?"? Allels
(Murray, Carver et al. 2006)

1.4 Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT)

Die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen biologischen
Prozess bei dem Epithelzellen durch verschiedene inter- und intrazellulére Ver-
anderungen einen mesenchymalen Phanotyp akquirieren (s. Abb. 3) und somit
eine gesteigerte Migrationsfahigkeit, Invasivitdt und Resistenz gegenuber
Apoptose erlangen (Kalluri and Weinberg 2009). Epithelzellen bilden typischer-
weise Zellschichten und sind dabei untereinander Uber bestimmte Memb-
ranstukturen verbunden. Dazu z&hlen unter anderem Tight Junctions, Adherens

Junctions, Desmosomen und Gap Junctions (Thiery and Sleeman 2006). Im
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physiologischen Zustand bewegen sich Epithelzellen nur innerhalb eines Zell-
verbundes und sind auf einer Basallamina verankert. Dabei werden die Zell-
Zell-Kontakte zwischen benachbarten Zellen dauerhaft aufrecht erhalten
(Schock and Perrimon 2002). Ein typisches epitheliales Markerprotein stellt E-
Cadherin dar. E-Cadherin vermittelt unter anderem Zell-Zell-Kontakte und for-
dert die Ausbildung von Desmosomen (Thiery 2002). Mesenchymale Zellen
hingegen besitzen keine fur Epithelzellen typische apikale-basolaterale Organi-
sation und Polarisation der Zelloberflache und bilden somit auch keine Zellver-
bénde aus. Sie sind beweglicher und ihre Form gleicht eher spindelférmigen
Fibroblasten (Friedl 2004). Kommt es zu einem Phanotypwechsel in der EMT
andert sich die Polarisierung der Zellen und es kommt zu einer Hochregulation
von mesenchymalen Proteinen, wie z.B. N-Cadherin, Vimentin und Fibronektin.

Gleichzeitig werden Adhéasionsmolekile herunterreguliert (Christofori 2006).

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition )
JUTCERNNY AR (ORI YR gy 0w s /_;9 A - —
i 8 8 8 § i Rt P— SN
Epithelial — | 2 — > > Mesenchymal
cells ) ) ) ) - -— ~2 o w/ e cells
) 4 y ) y S = - s

Progressive loss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

Abbildung 3: EMT — Transition von epithelialen Zellen zu mesenchymalen Zellen (Kalluri and Weinberg
2009)

Die EMT kann in drei wichtige Subtypen unterteilt werden. Zum einen ist die
EMT mit der Embryogenese und Organformation assoziiert. Dabei wandeln sich
primitive epitheliale Zellen wahrend der Gastrulation und der Entstehung der
Neuralleiste zu motilen mesenchymalen Zellen. Durch den umgekehrten Pro-
zess, der mesenchymalen-epithelialen Transition (MET), sind diese Zellen an
der Entstehung der meisten Organe beteiligt. Ohne die Fahigkeit zur EMT wére
die Entwicklung von mehrzelligen Organismen nicht mdéglich (Thiery 2002,

Zeisberg and Neilson 2009). Der zweite EMT Typ kann in Wundheilungspro-
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zessen, Organfibrose und Regeneration beobachtet werden. Dabei kommt es
durch Entzindungsreize zu einer Umwandlung von epithelialen oder endothe-
lialen Zellen zu ortsstandigen Gewebsfibroblasten. Dieser Vorgang ist essentiell
in der physiologischen Wundheilung. Bei chronischen Entziindungen fihrt der
dauerhafte Entziindungsreiz zu Organfibrose und konsekutiver Destruktion des
betroffenen Gewebes (Kalluri and Weinberg 2009). Der dritte und fur diese Ar-
beit besonders relevante Mechanismus beschreibt die Vorgénge in der Tumor-
progression und Metastasierung, auf welche im Folgenden néher eingegangen

werden soll.

1.4.1 EMT in der Tumorprogression

Neben dem physiologischen Vorkommen der EMT in der Embryogenese ist in
den letzten Jahren vermehrt die pathophysiologische Bedeutung der EMT wah-
rend der Karzinogenese in den Fokus der Forschung gertckt. Insbesondere bei
der Entstehung von Metastasen spielt die EMT eine groBe Rolle (Huber, Kraut
et al. 2005). Die Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung der EMT und
MET in der Entstehung invasiver Karzinome. Ausgehend von histologisch nor-
malen Epithelzellen entwickeln sich zunachst Adenome oder andere Karzinom-
vorstufen (z.B. PanINs). In einem nachsten Schritt kann sich aus diesen Vorlau-
ferlasionen ein Carcinoma in situ entwickeln. Charakteristisch fur diese Lésio-
nen ist die Tatsache, dass die Basalmembran noch nicht durchbrochen ist.
Kommt es nun durch weitere Veranderungen zur Epithelialen-Mesenchymalen
Transition erlangen die noch ortsstandigen Tumorzellen die Fahigkeit die Ba-
salmembran zu durchbrechen. Durch diese Invasivitdt wird ein Einbruch in
Lymph- und BlutgefaBe ermdglicht, so dass es zur Ausbildung von Metastasen
in anderen Regionen kommen kann. Dort l&uft die EMT in umgekehrter Reihen-

folge als Mesenchymale-Epitheliale Transition (MET) ab.

Far zahlreiche Tumorentitdten konnte nachgewiesen werden, dass veranderte
Expressionsmuster EMT-assoziierter Proteine mit einer schlechten Prognose

und einem héherem histologischen Grading korrelieren. Insbesondere flr das
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Mammakarzinom und das Ovarialkarzinom konnte dies gezeigt werden. Elloul
et al. und Moody et al. konnten zeigen, dass eine erhdhte Expression der Tran-
skriptionsfaktoren Snail1, Slug (Snail2) oder Twist1 unter anderem mit einem
schlechteren histologischen Grading und einem kiirzeren rezidivfreien Uberle-
ben bei Brustkrebs einhergehen (Elloul, Elstrand et al. 2005, Moody, Perez et
al. 2005). Auch in anderen Tumorentitaten zeigte sich eine erhdéhte Expression
dieser Transkriptionsfaktoren (Snail1, Slug, Twist1, SIP1). Dadurch kommt es
zur einer veranderten Regulation mesenchymaler und epithelialer Gene. Epithe-
liale Markerproteine wie E-Cadherin, Occludin, Claudin und Connexin werden
vermindert exprimiert (Moustakas and Heldin 2007). Weiterhin konnten ver-
schiedene Studien fiir das Osophaguskarzinom, Magenkarzinom und Kolorek-
tale Karzinome den Nachweis erbringen, dass veranderte Expression von EMT-
Markern sowohl mit einem héheren Tumorstadium, dem Metastasierungsgrad
und auch einem kirzeren Gesamtiberleben einhergehen (Cates, Byrd et al.
2009). Studien legen nahe, dass zahlreiche Signalwege an der Induktion der
EMT beteiligt sind (u.a. Wnt/beta-catenin und Notch). Bereits 1985 wurde mit
dem scatter factor (heute: hepatocyte growth factor) ein Induktor der EMT be-
schrieben. HGF fiihrt in der Zellkultur zu einer Anderung des Phénotyps und
schlieBlich zur Auflésung des Zellverbandes (Stoker and Perryman 1985). Ne-
ben HGF konnte fir weitere Wachstumsfaktoren (TGF-B, FGF, BMP und Plate-
let-derived growth factor) die Fahigkeit zur Induktion nachgewiesen werden.
Molekule der Extrazellularmatrix (EZM) und das tumorassoziierte Stroma sind
ebenso an der Induktion der EMT beteiligt (De Wever, Westbroek et al. 2004,
Polyak and Weinberg 2009). Ellenrieder et al. konnten an Pankreaskarzinom-
zelllinien nachweisen, dass TGF-B1 zu einer Induktion der EMT fihrt und dieser
Vorgang mit eine erhOhten Migrationsfahigkeit und Invasivitat einherging
(Ellenrieder, Hendler et al. 2001). Eine Inhibition der EMT erfolgt u.a. durch p63
und p53. Das Tumorsuppressorgen p53 fuhrt durch Aktivierung der Expression
von verschiedenen microRNAs zu einer verminderten Expression von Snail1
und férdert somit den Erhalt eine epithelialen Ph&anotyps (Chang, Chao et al.
2011)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der EMT (Thiery 2002)

1.4.2 EMT im duktalen Pankreasadenokarzinom

Perl et al. konnten 1998 erstmals mit ihren Untersuchungen an Rip1Tag2-
Méausen in einem in vivo Modell nachweisen, dass der Verlust der E-Cadherin
Expression mit der Progression von benignen (-Zell-Adenomen zu invasiven [3-
Zell-Karzinomen korreliert (Perl, Wilgenbus et al. 1998). Ahnliche Ergebnisse
fanden sich auch fir neuroendokrine Tumore des Pankreas. Fendrich et al.
konnten in vitro nachweisen, dass die Transkriptionsfaktoren Snail1 und Twist1
in 61% bzw. 64% hochreguliert waren und dies mit einer verminderten Expres-
sion von E-Cadherin assoziiert ist. In einem in vivo Modell an Rip1Tag2-
Mausen konnte mittels dem Snail-Inhibitor PEG eine erhdhte Apoptoserate und
eine verminderte Proliferation erreicht werden (Fendrich, Maschuw et al. 2012).
Studien lassen &hnliches fur das duktale Adenokarzinom des Pankreas vermu-
ten. Das Vorhandensein der EMT ist zumeist mit einem undifferenzierten Phé-
notyp und einem kirzerem Uberleben assoziiert (Javle, Gibbs et al. 2007,

Masugi, Yamazaki et al. 2010). Es fand sich gehé&uft eine Reduktion der E-
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Cadherin Expression, welche mit der Entdifferenzierung und Entstehung von
Metastasen korreliert. Weiterhin konnte eine vermehrte Expression des mesen-
chymalen Markers N-Cadherin sowie der Transkriptionsfaktoren Snail1, Twist1
und Slug gezeigt werden (Joo, Rew et al. 2002, Natalwala, Spychal et al. 2008).
Roy et al. haben weiterhin zeigen kénnen, das eine Uberexpression von MUCT,
einem Glykoprotein, in Pankreaskarzinomzellen zu einer Induktion der EMT
fahrt, welche wiederum in gesteigerter Invasivitdt mindet. MUC-1-Positive Zel-
len zeigten eine verstarkte Expression von mesenchymalen Markern wie Snail,
Slug und Vimentin und einer verminderte Expression des epithelialen Markers
E-Cadherin. Des weiteren zeigte sich auch eine gesteigerte Expression von
VEGF und Matrixmetalloproteinasen (MMPs), welche mit der Angiogenese as-
soziiert sind (Roy, Sahraei et al. 2011). Daten haben gezeigt, dass MMPs die
Invasion und das Metastasierungspotenzial von Pankreaskarzinomzellen for-
dern (Egeblad and Werb 2002). Eine weitere Studie hat zeigen kdénnen, dass
eine Uberexpression des EMT-Markers Slug (Snail2) ebenfalls zu einer signifi-
kant erhdhten Invasivitdt von Pankreaskarzinomzellen unter anderem durch
Aktivierung von MMP-9 fuhrt (Zhang, Chen et al. 2011). Weiterhin wurde ge-
zeigt, dass Notch-2 und dessen Ligand Jagged-1, welche ebenso eine Rolle in
der Induktion der EMT spielen, in Gemcitabine-resistenten Pankreaskarzinom-
zellen hochreguliert sind. Eine Downregulation des Notch-Signalweges flhrte
zu geringerer Invasivitat und einer Umkehrung der EMT, resultierend in der
MET. Dieser Mechanismus war mit einer verminderten Expression von EMT-
Markern wie Vimentin, Snail1, Slug und Zeb-1 verbunden (Wang, Li et al.
2010).

Weiterhin scheint die EMT eine wichtige Rolle in der Chemoresistenz einzu-
nehmen. Es konnte gezeigt werden, dass die Umkehrung des EMT-Phanotyps
zu einer erhdhten Sensitivitdt gegenliber Chemotherapeutika fihrt. Des weite-
ren konnte demonstriert werden, dass eine inverse Korrelation zwischen E-
Cadherin und Zeb-1, einem Suppressor von E-Cadherin, ebenso mit der Resis-
tenz gegenlber Gemcitabine, 5-FU und Cisplatin korreliert (Arumugam,

Ramachandran et al. 2009). Eine weitere Studie hat zudem einen Zusammen-
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hang zwischen der Expression von microRNAs (miRNA) und einer Resistenz
gegenluber Gemcitabine nachweisen kénnen. Es wird vermutet, dass auch
microRNAs eine kritische Rolle in der EMT einnehmen. Li et al. konnten zeigen,
dass die Expression von miR-200 zu einer Downregulation von Slug, Vimentin
und Zeb-1 in Gemcitabine resistenten Zellen fihrt. Diese Zellen zeigten schlie3-
lich eine Umkehrung ihres EMT-Phéanotyps und eine gesteigerte Sensitivitat

gegenlber Gemcitabine (Li, VandenBoom et al. 2009).

1.4.3 Marker der EMT

1.4.3.1 E-Cadherin

E-Cadherin ist ein vom CDH1-Gen kodiertes Zelladh&sionsmolekul und gehort
zur Gruppe der Ca®*-abhangigen Adhéasionsmolekiile. Es ist membranstandig
und besteht aus einer extrazellularen, einer transmembranéren und zytosoli-
schen Domane. Uber die extrazellulare Doméne bildet E-Cadherin in der Regel
homodimere Komplexe mit anderen benachbarten E-Cadherin-Molekiilen. Uber
diese Komplexe werden die Zell-Zell-Kontakte aufrecht erhalten und die Zellen
werden im Verbund verankert. Somit kann E-Cadherin als epithelialer Marker
der EMT angesehen werden. Wéhrend der EMT kommt es aufgrund der ver-
minderten E-Cadherin Expression zu einem Verlust der Adhasionskomplexe, so
dass sich die Zellen aus ihrem Zellverbund herauslésen kénnen (Pecina-Slaus
2003). Weiterhin ist E-Cadherin an der Ausbildung des Aktin-Zytoskeletts betei-
ligt. Intrazellular bildet E-Cadherin Verbindungen zu a- und -Catenin und Aktin
aus. B-Catenin kann ebenfalls als EMT-Marker angesehen werden, da es bei
Verlust von E-Cadherin wahrend der EMT vermehrt freigesetzt wird und im
Nukleus akkumuliert (Brabletz, Jung et al. 2001). Fir zahlreiche Tumorentitaten
konnte bereits eine pathophysiologische Bedeutung des Wnt/B-Catenin-
Pathway nachgewiesen werden (Hugh, Dillon et al. 1999, Smalley and Dale

2001). Zeng et al. konnten zeigen, dass in 65% der untersuchten Pankreaskar-
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zinome eine verstarkte Aktivierung von Wnt/B-Catenin vorlag (Zeng, Germinaro
et al. 2006).

1.4.3.2 Der Transkriptionsfaktor Snail

Snail1 gehoért gemeinsam mit Snail2 (Slug) zu einer Familie von Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren. Beide spielen eine zentrale Rolle in der Entwicklungsbi-
ologie. So konnte Snail1 das erste Mal bei der Fruchtfliege Drosophila melano-
gaster nachgewiesen werden (Boulay, Dennefeld et al. 1987). Snail1 wird als
essentiell in der Gastrulation und der Entwicklung des Neuralrohrs bei Wirbeltie-
ren angesehen (Alberga, Boulay et al. 1991). Desweiteren wurden Snail1 sowie
ein weiterer der Snail-Familie zugehdriger Transkriptionsfaktor Slug als direkte
Repressoren von E-Cadherin, einem Schlisselprotein in der EMT, beschrieben
(Cano, Perez-Moreno et al. 2000). Wie bereits zuvor erlautert spielt die EMT
sowohl in der Embryonalentwicklung als auch in der Tumorprogression und Me-
tastasierung eine zentrale Rolle. Das Snail1-Protein besteht unter anderem aus
einer stark konservierten carboxy-terminalen Region, welche 4 bis 6 CyH»-
Zinkfinger beinhaltet. Diese ermbglichen sequenzspezifische Interaktionen mit
DNA-Promotoren, die eine E-Box-Sequenz (CAGGTG) besitzen. Der Amino-
Terminus der verschiedenen Snail-(Arten) enthélt die evolutiondr konservierte
SNAG-Domane, die essentiell fir die transkriptonelle Repression ist (Wu and
Zhou 2010). Die Repression der E-Cadherin-Expression erfolgt Gber den Kore-
pressor-Komplex SIN3A und die Histon Deacetylasen HDAC1 und HDAC2
(Peinado, Ballestar et al. 2004). Die Funktion als Repressor kann Snaill nur
wahrnehmen wenn es im Nukleus lokalisiert ist. Die zellulare Lokalisation von
Snail wird durch die Kinasen GSK-33 und Pak1 sowie dem Zink-Transporter
LIV1 reguliert. Der Abbau von Snail1 erfolgt durch Phosphorylierung und
ubiquitingesteuerte Degradation im Proteasom (Dominguez, Montserrat-Sentis
et al. 2003, Yang, Rayala et al. 2005). Neben der Repression von E-Cadherin
werden weitere flr die Induktion der EMT wichtige epitheliale Gene von Snail1
unterdrickt. Dazu gehéren unter anderem Claudine, Integrine und Zytokeratine.

Mesenchymale Gene hingegen werden Snail-vermittelt hochreguliert (Abb. 5).
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Weiterhin greift Snail1 in den Zellzyklus ein. Einerseits schitzt es Zellen vor
Apoptose indem es die Expression von p53 Uber Bindung an dessen Promoter
hemmt, andererseits vermittelt Snail1 einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase
Uber eine Reduktion von Cyclin D2 und erhéhte Expression von p21 (Vega,
Morales et al. 2004). Diese Mechanismen bieten Zellen sowohl in der Embryo-
nalentwicklung, als auch in der Tumorpathologie einen entscheidenden Uberle-
bensvorteil. So kann Snail1 direkt Gber Hemmung pro-apoptotischer Enzyme
den Untergang von malignen Zellen hemmen (Vega, Morales et al. 2004,
Escriva, Peiro et al. 2008). In einem Tumormausmodell fliir das Kolonkarzinom
konnte durch eine medikamentdse Inhibition (AS-PMO) von Snail1 eine erhéhte

Apoptoserate erzielt werden (Roy, Iversen et al. 2004).

Far zahlreiche Tumore konnte nachgewiesen werden, dass eine verstarkte
Snail1 Expression mit einem aggressivem Tumorwachstum und einer schlech-
ten Prognose einhergeht. Ebenso wurde eine inverse Korrelation zwischen der
Expression von Snaill und dem epithelialen EMT-Marker E-Cadherin festge-
stellt (Becker, Rosivatz et al. 2007, Moreno-Bueno, Portillo et al. 2008).

Snail genes
Epithelial Proliferation Mesenchymal Changes in cell shape Survival
markers markers Cell movements, invasion
V E-cadherin ¥ Cyclins D A Fibronectin A RhoB V Caspases
¥ VE-cadherin ¥ CDK4 A Vitronectin A MMPs ¥V p53
¥ Claudins ¥ Rb phosphorylation v BID
¥ Occludins A p21 ¥ DFF40
¥ Desmoplakin A XR11
¥ Cytokeratins A PI3K activity
¥ Mucin-1 A ERKs activity

Abbildung 5: Downstream Targets von Snail (Barrallo-Gimeno and Nieto 2005)
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1.5 Snail im Pankreaskarzinom

Eine Studie von Hotz et al. konnte zeigen, dass in bis zu 78% von humanem
Pankreaskarzinomgewebe Snail1 in duktalen Tumorzellen exprimiert wird. Wei-
terhin konnte auf mRNA-Level in verschiedenen Pankreaskarzinom-Zelllinien
eine erhdhte Snail1 Expression korrespondierend zu einer erniedrigten E-
Cadherin Expression nachgewiesen werden. Insbesondere schlecht differen-
zierte Zelllinien (MiaPaCa2 und Panc-1) zeigten eine fast vollstandige Repres-
sion von E-Cadherin durch Snaill. Mit Zunahme des Differenzierungsgrades
erfolgte eine Anndherung des Expressionsgrades von Snail und E-Cadherin. In
einem orthotopen Nacktmausmodell konnte eine positive Korrelation zwischen
der mRNA-Expression von Snail und dem Metastasierungspotenzial aufgezeigt
werden. Auch hier war das Metastasierungspotenzial von Tumoren, die von
schlecht differenzierten Zelllinien (MiaPaCa2 und Panc-1) abstammten, deutlich
héher als bei Tumoren, welche von maBig (HPAF-2) oder gut (Capan-1) diffe-
renzierten Zelllinien abstammten. Bezogen auf die E-Cadherin Expression zeig-
te sich erwartungsgemaB eine negative Korrelation. Aus diesen Ergebnissen
schlussfolgern die Autoren, das Snail1 als regulatorisches Protein der Epithelia-
len-Mesenchymalen Transition, in der Tumorgenese des Pankreaskarzinoms
eine entscheidende Rolle spielt und als Malignitdtsmarker sowie als mogliches
therapeutisches Ziel fungieren kénnte (Hotz, Arndt et al. 2007). Eine weitere
Arbeit konnte die Ergebnisse an humanem Tumorgewebe sowohl in vitro als

auch in vivo rekapitulieren (von Burstin, Eser et al. 2009).

Snail1 spielt jedoch nicht nur wahrend der EMT und Zellmigration eine zentrale
Rolle. Ebenso wird Snail1 eine wichtige Funktion im Zelliberleben zugeschrie-
ben. Studien haben gezeigt, dass Zellen durch Snail1 sowohl vor stressindu-
ziertem Zelltod als auch vor pro-apoptotischen Signalen geschutzt werden. Die-
se Resistenz gegenluber dem Zelltod ist fur die Migration in der Embryogenese
essentiell. Ebenso ermoglicht es aber auch malignen Zellen zu streuen und Me-
tastasen zu bilden. Somit lassen sich auch die oft niedrigen Proliferationsraten

an der invasiven Tumorfront erklaren (Vega, Morales et al. 2004). Des Weiteren
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konnte die Arbeitsgruppe um Yin et al. eine Korrelation zwischen erhdhter
Snail1-Expression und verstarkter Chemoresistenz gegentber 5-Fluoruracil und
Gemcitabine in Panc-1-Zellen nachweisen (Yin, Wang et al. 2007). Die Down-
regulation von Snail in Panc-1-Zellen resultierte in einer erhéhten Apoptoserate
induziert durch 5-Fluoruracil, Gemcitabin oder Gamma-Strahlung (Zhang, Jiao
et al. 2010). Eine Marburger Arbeitsgruppe konnte mit ihren Daten zeigen,
dass Pankreaskarzinomzellen, welche mit einer hohen Dosis Gemcitabine be-
handelt worden waren, vermehrt Stammzellgene exprimieren sowie EMT-

assoziierte Charakteristika besitzen (Quint, Tonigold et al. 2012).
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1.6 Zielsetzung

Trotz groBer Fortschritte auf dem Gebiet der Krebsforschung ist das Pankreas-
karzinom nach wie vor eine Erkrankung, die mit einer extrem schlechten Prog-
nose einhergeht. Mithilfe der verschiedenen Tumormausmodelle ist es moglich
die Tumorprogression analog zum humanen Pankreaskarzinom zu rekapitulie-
ren. Jedoch ist die Entstehung der praneoplastischen L&asionen und deren Pro-
gress zum invasiven Karzinom noch nicht vollkommen verstanden. Wie bereits
beschrieben ist die Epitheliale-Mesenchymale Transition mit ihren Markern und
Induktoren ein hoffnungsvolles Forschungsgebiet. Die EMT stellt das zentrale
Ereignis in der Tumorzellmigration und Metastasierung dar. Insbesondere der
Transkriptionsfaktor Snail1 spielt hier eine entscheidende Rolle, so dass ich
mich in dieser Arbeit mit dem Einfluss von Snail1 auf die Initiation und Progres-

sion der PanIN-Lasionen befasst habe.
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1.7 Fragestellung

Der Einfluss des Transkriptionsfaktors Snail1 auf die Tumorprogression ver-
schiedener humaner Karzinome und das Pankreaskarzinom ist bereits in ver-
schiedenen Studien erforscht worden. Erstmalig besteht jedoch die Mdglichkeit
die Tumorentstehung und Progression unter Ausschaltung von Snail1 in vivo an
einem Tumormausmodell zu untersuchen. In wie weit Snail1 auch einen Ein-
fluss auf die Initiation und Progression von pankreatischen Vorlauferlasionen
(PanINSs) ist bislang nicht hinreichend untersucht. Es stellt sich daher die Frage,
ob Snail1 bereits in den friihen PanIN-Stadien eine relevante Rolle in der Ent-

stehung dieser Lasionen spielt.
Folgende Fragen sollen durch die Arbeit beantwortet werden:

I.  Kommt es zu einem spéateren Auftreten von PanINs unter Ausschaltung

von Snail?

Il.  Wird die Progression der PanINs in der Abwesenheit von Snail verlang-

samt?

[ll.  Wie verhalten sich die Expressionsmuster der EMT-Marker Snail und E-

Cadherin?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

(modifiziert nach Richard F. Knoop)

2.1.1 Gerate

Gerit

Hersteller

- 20°C Schrank, Froster

- 80°C Schrank, Sepatch

+ 4°C Schrank, KGS 3213 - 5
Agarosegeltrager, Maxi Il

Analysenwaage, Explorer

Analysenwaage, 572

Autoklav

Destilliere, Arium 611

Dichtemessgerét, Density Meter DMA 35
Digitalkamera, Dimage X 50

Eismaschine, 072816

Elektrophoresenetzgerat, Power Pac 300
Elektrophoreselaufkammer, Sub - Cell GT
Feuchte Kammer

Gasbrenner, CV470 Plus Butan/ Propan
Gewebeeinbett-Entwasserungsautomat, Tissue-Tek VIP E150
Heizblock, Dri - Block DB

Homogenisator/ Shaver, Ultra-Turrax T25 digital
Klhlplatte, Tissue-Tek

Magnetrihrer, MR 2002

Mikroskop (binokular), 020-519.511 (1.6x, 2.5x, 10x, 40x)
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Bosch, Gerlingen, D
Haraeus, Hanau, D

Liebherr, Biberach, D
Labortechnik, Wasserburg, D
Ohaus, GieBen, D

Kern, Albstadt, D

Biomedis, GieBen, D
Sartorius, Géttingen, D
Anton Paar, Graz, A

Konica Minolta, Unterféhring,D
ZIEGRA, Isernhagen, D
BioRad, Miinchen, D
BioRad, Minchen, D
Eigenkonstruktion
Campingaz, Ober-Mérlen, D
Sakura, Torrance, USA
Techne, Princeton, USA
IKA-Werke, Staufen, D
Sakura, Torrance, USA
Heidolph, Kehlheim, D

Leica, Bensheim, D
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Mikroskopkamera, DFC 290

Mikrotom, RM 2155

Mikrowelle, 8017

Paraffinspender/ AusgieBstation, Tissue-Tek TEC
Paraffinstreckbad, WB 24
Paraffinwarmeplatte, 13501

pH-Meter, Ultra Basic

Pipetten, Reference 2,5ul, 1000l

Pipetten, Pipetman 20ul, 200 ul
Praparationsbesteck

gRT-PCR-Gerat, 7500 FAST-Real-Time PCR
Quarzkuvette, Prazisions-Kuvette Suprasil (10mm)
RNA Photometer, Ultraspec 3000
Schuttelwasserbad, 3047

Shavermesser, Surgical Disposable Scalpel
Sterile Werkbank , Nunc 20229
Thermocycler, Mastercycler EP
Thermozentrifuge, Centrifuge 5415-R
Transluminator, Transluminator 4000
Transilluminatorkamera, M 49

Tubes, ReaktionsgefaBe 1,5ml

Tubes, Safe Seal ReagiergefaBBe 2ml
Vakuumzentrifuge, Speed Vac Concentrator
Vortexer, REAX 1 DR

Wasserbad, 1002

Zentrifuge, Biofuge Pico
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Leica, Bensheim, D

Leica, Bensheim, D

Privileg, Furth, D

Sakura, Torrance, USA

Medax, Rendsburg, D

Medax, Rendsburg, D

Denver Instruments, Géttingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Gilson, Villiers-le-Bel, F
Aesculap, Tuttlingen, D
Applied-Biosystems, Darmstadt, D
Hellma, Mihlheim/ Baden, D
Pharmacia, Uppsala, S
Lottermann,D

Braun, Melsungen, D

Fisher Scientific, Langenselbold, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Stratagene, Heidelberg, D

Hama, Monheim, D

Eppendorf, Hamburg, D
Sarstedt, Nurnberg, D

Savant, Ramsey, D

Heidolph, Kehlheim, D

GFL, Burgwedel, D

Hareaus, Minchen, D
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2.1.2 Gebrauchsartikel

Produkt

Hersteller

Deckglaser 24x24mm
Einbettkassetten

Falcon-Réhrchen/PP-Roéhrchen, Cellstar 5 ml, 50ml

Filtereinheit (steril), MILLEX GP, 0,22 ym
Handschuhe, puderfrei, Nobaglove
Mikrotomklingen, S35

Objekttrager, SuperFrost Plus

Einschlussmittel, Roth-Histokit

Ohrmarken. 1005-1 Manel

Ohrmarkenzange

Pipettenspitzen, ep T.I.P.S Standard 200ml, 500ml
Pipettenspitzen, SafeSeal 20ml, 100ml

ReaktionsgeféaBe/Tubes, Eppendorftubes 1,5ml

ReaktionsgeféaBe/Tubes, SafeSeal ReagiergefaBe 2ml

ReaktionsgefaBBe/Tubes, PP-PCR GeféBe 0,2ml

2.1.3 Mauslinie

Menzel, Braunschweig, D
Engelbrecht, Edermiinde, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Millipore, Schwalbach. D

Kobe, Marbug, D

Feather, Osaka, J

Menzel, Braunschweig, D

Roth, Karlsruhe, D

National Band & Tag, Newport, USA
National Band & Tag, Newport, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Biozym, Hessisch Oldendorf, D
Eppendorf, Hamburg, D

Sarstedt, Nurnberg, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*;LSL-Trp53"""?"*-Mauslinie

Snai1 %" _Mauslinie
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2.1.4 Chemikalien, L6sungen und Seren

Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur. Die mit *gekennzeichneten Produk-

te wurden bei +4°C gelagert.

Produkt Hersteller
2-Mercaptoethanol* Merck, Darmstadt, D
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, D
Aqua dest. (steril) Delta Select, Dreireich, D
Borséure Fisher Scientific, Schwerte D
Citrat Sigma, Miinchen, D

DAB Chromogen* Dako, Hamburg, D
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (99%+) Acros Organics, Geel, B
Eosin Losung, alkoholisch (0,5%) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Ethanol, absolut (=99%) JT Baker, Griesheim, D
Ethanol, vergallt (=99%) Roth, Karlsruhe, D
Ethidiumbromid (1%) Roth, Karlsruhe, D
Formaldehyd (3,5-3,7% neutral gepuffert) Fischar, Saarbricken, D
Hamalaun, sauer nach Mayer Dako, Glostruo, DK
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, D
Paraffineinbettmedium, Hist-COMP (SP 56°C) Vogel, GieBen, D
Salzsaure (1mol/l) Merck, Darmstadt, D
TRIzol* Invitrogen, Karlsruhe, D
Tris (hydroxymethyl) aminomethan (99%+) Acros Organics, Geel, B
Tween (20%) * Serva, Heidelberg, D
Wasserstoffperoxid (30%)* Merck, Darmstadt, D
Xylol (=98%) JT Baker, Griesheim, D
Wasser (PCR), steril Sigma, Miinchen, D

2.1.5 Enzyme und Nukleotide

Die Lagerung der Enzyme und Nukleotide erfolgte bei +4°C.

Produkt Hersteller
DNA-GroéBenstandard, Gene Ruler 50bp MBI Fermentas, St. Leon Rot, D
dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (10mM) MBI Fermentas, St. Leon Rot, D
Reverse Transkriptase, Super Script 11l (200U/ul) Invitrogen, Karlsruhe, D

RNAse (steril) Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.6 Puffer
Die Lagerung der Puffer erfolgte bei +4°C.

Produkt Hersteller

BSA (pH 5,2) Serva, Heidelberg, D

DAB Substrat Puffer Dako, Hamburg, D

DNA Ladepuffer / Loading Dye (6x) MBI Fermentas, St. Leon Rot, D
First Strand Buffer (5x), cDNA-Synthese Invitrogen, Karlsruhe, D
PBS-Dulbeco (1x) ohne Ca®* und Mg** Biochrom, Berlin, D

2.1.7 Stammldsungen

Die Lagerung der Stammlésungen erfolgte bei +4°C.

Art der Lésung Inhalt

Blocking Solution (10%) 1g BSA
10ml PBST

Citratpuffer (pH 6,0) 2,949 Citrat
11 H,O

DNA Ladepuffer 40mg Bromphenolblau
40mg Xylencyanol
800UIEDTA (0,5M)pH8,0
ad 100ml H,O

PBST (1%) 500ul Tween
500ml PBS

TBE (10x) (RT) 108g Tris (hydroxymethyl) aminomethan (99%+)

559 Borséaure
8,2g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (99%+)
11 H,O
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2.1.8 Primare Antikorper

Die Lagerung folgender priméarer Antikérper erfolgte bei 4°C.

Antikérper Herkunft  Spezifitat Verdiinnung Hersteller

a-Amylase Kaninchen polyklonal 1:500 Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
CK-19 Kaninchen monoklonal 1:250 Abcam, Cambridge, UK
E-Cadherin Kaninchen monoklonal 1:200 Cell Signaling, Danvers, USA
MMP-7 Ziege polyklonal 1:100 R&D Systems, Wiesbaden, D
SNAIL Kanninchen  polyklonal 1:100 Abcam, Cambridge, UK

Sox-9 Kaninchen polyklonal 1:500 Merck Millipore, Darmstadt, D
Vimentin Ziege polyklonal 1:50 Santa Cruz, Heidelberg, D

2.1.9 Sekundare Antikorper

Die Lagerung folgender sekundarer Antikérper erfolgte bei 4°C.

Antikodrper Konjugat Verdiinnung Hersteller

a - Kaninchen Peroxidase 1:250 Vector, Burlingame, USA

a - Ziege Peroxidase 1:250 Vector, Burlingame, USA
2.1.10 Sekundare Konjugate

Konjugatkomplex Kopplung Verdiinnung Hersteller

Avidin-Biotin Peroxidase 1:40 Vector, Burlingame, USA
Streptavidin-Biotin Peroxidase 1:1 Zymed, San Francisco, USA
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2.1.11 PCR-Primer
(Fa. Eurofins MWG, Ebersberg, D)

Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Genotyp Primername 5’-3’- Primersequenz

Snail Snail_F (forward) CGG GCT TAG GGT GTT TTC AGA
Snail_R (reverse) CTT GCT TGG TAC CTG CCTTC

Cre Cre_FW_new CCT GGA AAATGC TTC TGT CCG
Cre_REV CAG GGT GTT ATA AGC AAT CCC

Kras p53Mut_FW AGC TAG CCA CCATGG CTT GAG TAAGTC TGC A
Kras006_REV CCT TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA

p53 p53Mut_FW AGC TAG CCA CCATGG CTT GAG TAAGTC TGC A
p53_REV CTT GGA GAC ATA GCC ACA CTG

2.1.12 Gebrauchsfertige Systeme

Die gebrauchsfertigen Systeme wurden nach Herstellerangaben verwendet.

Produkt Hersteller

DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Qiagen, Hilden, D

Ready Mix Tag PCR Reaction Mix mit MgCI2 Sigma, Miinchen, D

RNeasy Mini Kit (250) Qiagen, Hilden, D

SYBR® GREEN PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt, D
VECTASTATIN ABC Kit Peroxidase Rabbit IgG Vector Laboratories, Burlingame, USA
VECTASTATIN ABC Kit Peroxidase Goat IgG Vector Laboratories, Burlingame, USA
VECTASTATIN ABC Kit Peroxidase Guinea Pig IgG Vector Laboratories, Burlingame, USA
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2.1.13 Software

Programm Hersteller

Microsoft Office for Mac 2011 Microsoft, Redmont, USA

Leica Qwin 1.0 Leica Imaging Syst., Bensheim, D
SPSS Statistics 15.0 for Windows SPSS, Chicago, USA

EndNote X6 Citation Tool Thomson Reuters, New York, USA

2.1.14 Sterilisation von Materialien

Alle Medien, die in einem sterilen Zustand verwendet wurden, wurden entweder
mit einer PorengrdBe von 0,2 um steril filtriert, oder im Autoklav bei 120° C fur
20 Minuten inaktiviert. Glas- und Plastikmaterialien wurden ebenfalls autokla-
viert. Die Instrumente zur Gewebeentnahme wurden mit Hilfe von Ethanol ge-

reinigt und ebenso im Autoklav sterilisiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Tierhaltung und Zucht

Alle Versuche fanden unter Beachtung der geltenden Tierschutzgesetze und
ethischer Richtlinien statt. Die Haltung der verwendeten M&use erfolgte im Tier-
stall des Biomedizinischen Forschungsinstitutes der Universitat Marburg. Die
Tiere wurden unter sterilen Bedingungen bei einer Temperatur von 21 °C einem
Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden ausgesetzt. Weiterhin erhielten
die Tiere ein pelletiertes Standardzuchtfutter und Wasser ad libitum.

Um die gewulnschten dreifach transgenen Mause zu erhalten mussten zunéchst
die Mause der vorhandenen Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'2P*;LSL-Trp53R!72"-

Mauslinie mit der Snail”-Mauslinie gekreuzt werden. Dazu wurden ein transge-
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nes Snail”-Mannchen mit zwei Pdx-1-Cre-Weibchen oder LSL-Kras®'2P"*-

Weibchen verpaart. Die aus diesen Zuchtkafigen geborenen Pdx-1-Cre;Snail”*-
Mause bzw. Snail”*;LSL-Kras®'??*-Mause wurden untereinander wieder ver-
paart. Davon ausgeschlossen waren Tiere desselben Wurfes. Ziel war es drei-
fach transgene Snail”";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*- Mause bzw. Snail*";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'?P*. Mause fiir die Beobachtungsgruppen zu ziichten.
Geborene Jungtiere verblieben die ersten drei bis vier Wochen nach der Geburt
bei der Mutter, danach erfolgte die geschlechtsabhé&ngige Trennung zu maximal
sechs Stlck auf neue Kéfige. Gleichzeitig erfolgte die Markierung der Mause
mittels nummerierten Ohrclip und die Gewinnung einer Gewebeprobe zur Ge-
notypisierung. Dazu wurde ein etwa funf Millimeter kurzes Stlick der Schwanz-
spitze abgetrennt und in einem ebenso nummeriertem Eppendorf-Tube ver-

wabhrt.

X Pdx-1-Cre X LSL-Kras&20/+

i

Snailde'l;pdx-1-Cre X Snaild®'L;LSL- Kras®120/+

A

Snailde!1/del; pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+

Bzw.

Snail%/1;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+

Abbildung 6: Verpaarungschema
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2.2.2 Versuchsaufbau

Die geziichteten dreifach transgenen Pdx-1-Cre;Snail”;LSL-Kras®'??*-Mause
wurden in sechs Gruppen mit einer GruppengrdéBe von mindestens n=4 Mausen
mit unterschiedlichen Beobachtungszeitrdumen eingeteilt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass das Geschlechterverhéltnis moglichst ausgewogen ist. Die Be-
obachtungszeitrdume betrugen jeweils 2,4,6,8,10 und 12 Monate. Nach Errei-
chen des Endpunktes wurden die Mause getbtet und das Pankreas zur Aufar-
beitung entnommen. Im Fall von Krankheitsanzeichen, welche moglicherweise
ein vorzeitiges Ausscheiden aus dem entsprechenden Beobachtungszeitraum
verursachen, wurde die Maus vorzeitig getdtet und derjenigen Gruppe zugeord-
net, in deren Totungszeitrahmen der Tod der Maus gefallen ist. Ebenso wurde
mit den Vergleichsgruppen der dreifach transgenen Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'??*-Mause verfahren. Als Kontroligruppen dienten uns Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'??"*. Mause. Diese wurden nicht eigens geziichtet, vielmehr nutzten wir
bereits vorhandenes Pankreasgewebe aus vorherigen Versuchen der Arbeits-
gruppe Fendrich. Dabei wurde darauf geachtet, dass dieses Gewebe aus-

schlieBBlich von unbehandelten Tieren stammte.

2.2.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte aus der mittels PCR amplifizierten DNA, welche
aus den gewonnen Mauseschwanzbiopsien extrahiert wurde. Zur Auswertung
wurde die amplifizierte DNA gelektrophoretisch aufgetrennt und mit UV-Licht

sichtbar gemacht.

2.2.3.1 DNA-Extraktion

Zur Extraktion der DNA verwendeten wir das DNeasy Blood & Tissue Kit der
Firma Qiagen. Das Gewebe wurde im ersten Schritt mit 180ul ATL-Puffer und
20u1 Proteinase-K Uber Nacht bei 56 °C inkubiert und lysiert. Am Folgetag wur-
de zunéachst 200ul AL-Puffer hinzugegeben und die Proben durch Vortexen gut

gemischt. Nach Zugabe von 100%-igem Ethanol und erneutem Vortexen wur-
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den die Proben jeweils in eine Zentrifugationssaule eines Spin Column uber-
fihrt und fir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Bei diesem Schritt blieb die
zu extrahierende DNA auf einer Membran am Boden des Spin Column haften.
Das Filtrat im 2mlI-Sammeltube wurde verworfen und das Spin Column in ein
neues 2ml-Sammeltube Uberfihrt. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von
500ul AW1-Puffer und eine erneute Zentrifugation mit 8000 rpm fur eine Minute,
anschlieBend wurden 500ul AW2-Puffer hinzugegeben und das gefullte Spin
Column bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde nach jeder Zentrifugation
verworfen. Im letzten Schritt wurde das Spin Column auf ein 1,5ml Eppendorf-
Tube gesetzt und 200yl AE-Puffer hinzugegeben. Nach einminttiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde nochmals bei 8000 rpm zentrifugiert. Das entstan-
dene Eluat wurde entweder direkt weiter verarbeitet oder bei -20 °C tiefgefroren

und aufbewahrt.

2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die heute verwendete Form der Polymerasekettenreaktion wurde 1985 von Ka-
ry Mullis erfunden. Mit dieser Methode kann ein spezifisches DNA-Fragment mit
Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase in mehreren Zyklen vervielfaltigt werden.
Der Prozess besteht zumeist aus 15-35 Zyklen und wird in einem Thermocyc-
ler durchgefuhrt (Mullis, Faloona et al. 1986). Dabei besteht jeder Zyklus aus

drei Schritten und dauert etwa fiinf Minuten:

1. Denaturierung: Zunéchst wird die doppelstrangige DNA des Ausgangs-
materials auf 94-96 °C erhitzt. Hierbei kommt es zur Trennung der

Strénge durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen.

2. Annealing (Anlagerung der Primer): Durch Abkihlen der Lésung auf 50 —
65 °C wird die Anlagerung der spezifischen Primer an ihre Zielsequenz

ermoglicht.

3. Elongation: Die L6sung wird wieder auf 72 °C erhitzt, welches das Tem-

peraturoptimum der der tag-DNA-Polymerase darstellt. Die DNA-
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Polymerase synthetisiert in diesem Schritt das spezifische DNA-

Fragment mit Hilfe der, in der Losung befindlichen, dNTPs.

2.2.3.3 Durchfithrung der PCR

Zur Anwendung der PCR wurden 2ul der extrahierten Maus-DNA, 10ul tag-
Ready-Mix, jeweils 1 ul des spezifischen Primers forward und reverse und 6yl
destilliertes Wasser in 0,2ml Tubes gegeben. Als Positivkontrolle diente DNA,
die bereits sicher positiv auf das Zielgen getestet worden war; Negativkontrolle
war destilliertes Wasser. Der Ansatz durchlief anschlieBend das entsprechende

Programm im Thermocycler.

PCR-Reaktionsansatz pro Probe:

Substanz Menge
Ready Mix (Taq PCR-Reaction Mix) 10 pl
dH,O 6 ul
Forward-Primer (20pmol/ul) 1 ul
Reverse-Primer (20pmol/ul) 1 ul
genomische DNA 2yl

PCR-Programm fiir Cre

Zyklen Temperatur Dauer
95 °C 4,0 min
95 °C 0,5 min
35x
59 °C 0,5 min
72 °C 0,5 min
1x 72 °C 5,0 min
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PCR-Programm fiir Kras

Zyklen Temperatur Dauer
95 °C 3,0 min
35x 94 °C 1,0 min
60 °C 2,0 min
72 °C 1,0 min
1x 72°C 3,0 min

PCR-Programm fiir Snail

Zyklen Temperatur Dauer
94°C 3,0 min
30x 94°C 0,5 min
60°C 0,5 min
72°C 1,0 min
1X 72°C 7,0 min

2.2.3.4 Agarosegelelektrophorese und PCR-Auswertung

FUr die Herstellung des Agarosegels wurden 3,4g Agarose mit 170ml eines
zehnfach verdinnten TBE-Puffers gemischt und in der Mikrowelle etwa 3 Minu-
ten gekocht. AnschlieBend wurden 14ul Ethidiumbromid hinzugegeben und das
noch flissige Gel gleichmaBig in eine entsprechende Gelkammer gegossen.
Nach etwas 20-30 Minuten konnten die Platzhalter entfernt und das ausgehar-
tete Gel in eine mit TBE-Puffer geflllte Laufkammer gelegt werden. Die mittels
PCR amplifizierten DNA-Proben wurden nun in die Geltaschen pipettiert. In die
erste Geltasche einer Reihe wurden jeweils 20ul eines Langenmarkers (Ge-
neRuler) gegeben. Bei einer angelegten Spannung von 130 Volt erfolgte fur 40
Minuten die Auftrennung der DNA-Fragmente anhand ihrer Ladung im elektri-
schen Feld. Durch die Einlagerung von Ethidiumbromid konnten die Banden
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anschlieBend unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die Ergebnisse wurden
fotografiert und hinsichtlich der entsprechenden DNA-Fragmente ausgewertet.
Die Mause mit dem gewilnschten Genotyp wurden dann den einzelnen Be-

obachtungsgruppen zugeteilt.

K-ras PCR
02.12.2014

Cre PCR
02.12.2014

Abbildung 7: PCR Ergebnisse von Kras und Cre

Abbildung 8: PCR Ergebnisse von Snail1

2.2.4 Praparation und Entnahme des Pankreas

Je nach Gruppenzuteilung wurden die Mause zu dem entsprechenden Zeit-
punkt nach Injektion von Ketamin i.p. zur Sedierung mittels zervikaler Dislokati-
on getoétet. Daraufhin wurden zlgig die Bauchhdhle und der Brustkorb eréffnet,
der Darm nach links lateral luxiert um den Blick auf das Pankreas freizugeben
und ein Foto des Situs gemacht. Das Pankreasgewebe wurde dann rasch ent-
nommen und zur Hélfte in Formalin fixiert; die andere Halfte wurde fir die spa-
tere RNA-Extraktion in TRIzol fixiert und umgehend bei -80 °C eingefroren. Bei
Auffalligkeiten der enthommenen Pankreata wurden diese ebenfalls fotografiert

ohne den Ablauf zu verzégern. Weiterhin wurden in gleicher Weise die Leber
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und Milz enthommen und fixiert. Im er6ffneten Brustkorb wurde zuletzt das Herz

inzidiert und das Blut fir die Gewinnung von Serum abpipettiert.

2.2.5 Einbetten von Gewebe in Paraffin und Erstellen histolo-
gischer Schnitte

Das in Formalin fixierte Pankreasgewebe wurde mit Unterstitzung des Instituts
fir Pathologie der Universitat Marburg nach standardisierter Methode in Paraf-
finblécke eingebettet. AnschlieBend wurden daraus am Mikrotom je 20 4um

dicke Serienschnitte angefertigt.

2.2.6 Hamalaun-Eosin-Farbung

Das auf den entsprechenden Objekttragern befindliche paraffinierte Pankreas-
gewebe wurde zweimal fur je funf Minuten in Xylol entparaffinisiert. Anschlie-
Bend wurden die Objekttrager in einer absteigenden Ethanolreihe 100%, 85%,
70%, 50% und deionisiertem Wasser jeweils zweiminutig dehydriert. Daraufhin
erfolgte die fiUnfminutige Farbung in einer Hdmalaun-L6sung nach Mayer und
die anschlieBende Blauung der Objekttrager unter flieBendem, lauwarmen
Wasser fir etwa zehn Minuten. Die Gegenfarbung wurde im Anschluss mit
0,5%-igen Eosin fur 30 Sekunden durchgefihrt. Nach zweimaliger Spilung mit
dH>O wurden die Schnitte mittels aufsteigender o.g. Ethanolreihe dehydriert
und fur je finf Minuten in Xylol gestellt um Ethanolrickstande vollstandig zu

entfernen. AbschlieBend wurde das gefarbte Gewebe mit Histokitt eingedeckelt.

2.2.7 Immunhistochemische Farbung

Wie bereits bei der Hamalaun-Farbung wurden zunéachst die Paraffinschnitte
mit Xylol zweimal funf Minuten entparaffinisiert. Die Hydrierung erfolgte eben-
falls mit einer absteigenden Ethanolreine mit Ethanolkonzentrationen von
100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und 30% zu jeweils zwei Minuten. Anschlie-
Bend wurden die Objekttrager fir je zwei Minuten in deionisiertes Wasser ge-

stellt. Daraufhin wurden die Objekttrager nun in Citratpuffer mit einem pH-Wert
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von 6,0 uberfuhrt und etwa zehn Minuten in der Mikrowelle erhitzt um so die
Antigene zu demaskieren. Nach dem Erhitzen folgte das Abkuhlen der Objekt-
trager fur 20 Minuten auf Eis. Im Anschluss wurde dreimal fur funf Minuten mit
dH>0 gespdlt und durch darauf folgendes Behandeln mit dreiprozentigem Was-
serstoffperoxid fir 10 Minuten die endogene Peroxidase deaktiviert. Nach kur-
zem Spulen mit dH20 wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer Uber-
fihrt und das Praparat mit einem speziellen Stift kreisférmig markiert. Dies sorgt
dafar, dass aufgetragene Flussigkeiten nicht verlaufen und auf das Gewebe
einwirken kénnen. Die Objekttrager wurden dann far finf Minuten mit PBST
gespult und daraufhin fir eine Stunde mit BSA 10% bei Raumtemperatur in der
feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss wurde nochmals mit PBST gesplilt
um die BSA-L6sung zu entfernen. Dann konnte der priméare Antikérper aufge-
tragen werden und die Objekttrager wurden in der feuchten Kammer bei +4°C
uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte zunachst die Entfernung des
primaren Antikdrpers durch dreimalige Spulung mit PBST fir je finf Minuten. Im
Anschluss wurde der entsprechende sekundare Antikérper aufgetragen. Nach
Inkubation flrr eine Stunde bei Raumtemperatur wurde der sekundéare Antikor-
per durch Spulen mit PBST entfernt. Es folgte eine weitere Stunde Inkubation
nach Auftragen des ABC-Reagenz. Dieses wurde danach ebenso durch mehr-
maliges Spulen mit PBST entfernt. Zuletzt erfolgte das Auftragen von DAB-
Chromogen um die Antigen-Antikérper-Bindungsstellen sichtbar zu machen.
Dies wurde unter Sicht am Lichtmikroskop durchgefiihrt. Bei ausreichender
Braunféarbung wurde die Reaktion in dH>O gestoppt. Es folgte die Gegenfér-
bung mit Hamalaun far circa 20 Sekunden und anschlieBendes Blauen unter
lauwarmem, flieBendem Wasser. Analog zur zu Beginn durchgefuhrten Hydrie-
rung wurden die Objekttradger entgegengesetzt in einer aufstiegen Ethanolreihe
wieder dehydriert. Im Anschluss wurden die Objekttrager fur zweimal finf Minu-

ten in Xylol gestellt und das Gewebe mittels Histokitt eingedeckelt.
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2.2.8 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus dem in TRIzol fixiertem Pankreasgewebe erfolgte mit
dem RNeasy Mini Kit des Herstellers Qiagen. Zunéachst wurde das Pankreas-
gewebe mit einem Homogenisator vollstdndig homogenisiert. Dazu wurde im
Anschluss 500u! Trizol dazugegeben und bei Raumtemperatur far 5 min. inku-
biert. AnschlieBend wurden 300ul Chloroform hinzugegeben und die Proben zur
Durchmischung gut geschuttelt bis eine milchige Loésung entstand. Nach Inku-
bation bei Raumtemperatur fur funf Minuten wurden die Proben in eine Ther-
mozentrifuge Uberfihrt und bei +4°C mit 12000 rpm zentrifugiert. Dabei ent-
stand ein zwei-Phasen-Gemisch, von welchem die obere, wassrige Phase ab-
pipettiert (350u1) und in ein neues 2,0ml-Tube Uberfihrt wurde. Dazu wurden
sodann 350ul 70% Ethanol gegeben, die Proben gut durchmischt. Dies Losung
wurde dann far 15 sec. mit 10000 rpm zentrifugiert. Das Sammeltube wurde
danach verworfen und die Zentrifugationsséule wurde in ein neues Sammeltube
transferiert, 700u1 RM1-Puffer dazugegeben und erneut wie zuvor zentrifugiert.
Wieder wurde der Durchfluss verworfen und die Zentrifugationssaule auf ein
neues Sammeltube Ubertragen. Darauf werden nun 500u1 RPE-Puffer gegeben
und es erfolgt die erneute Zentrifugation far 2 min. mit 10000 rpm. Abschlie-
Bend wird die Zentrifugationssaule auf ein 1,5 ml Sammeltube transferiert. Nach
Zugabe von 40pl RNase freiem H>O wurde die Zentrifugationssaule far 1 min.
inkubiert und dann far 1 min. mit 10000 rpm zentrifugiert. Das entstande Eluat

enthalt die gereinigte RNA, die bei -80°C gelagert wurde.

2.2.9 Synthese von cDNA

Vor der Synthese der cDNA wurde mit Hilfe eine UV-Spektrometers die Kon-
zentration der extrahierten RNA bestimmt. Dies erfolgt auf Basis des Lambert -
Beer'schen - Gesetztes bei einer Wellenldnge von 260 bzw. 280nm. Aufgrund
unterschiedlicher RNA-Konzentration wurde die RNA im Anschluss verdinnt
um eine Standardkonzentration von 1ug/ul zu erhalten. Die synthetisierte cDNA

wurde anschlieBend mittels RT- PCR amplifiziert und quantitativ gemessen. Zur
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Synthese der cDNA wurden das SuperScript Il First-Strand Synthesis System
der Fa. Invitrogen genutzt. Dem Herstellerprotokoll entsprechend wurde zu-
nachst max. 8ul RNA in einem 1,5ml Tube auf Eis vorgelegt und folgender Re-

aktionsansatz hinzugegeben:

Substanz Menge
Oligo dT DNA (12-18 bp) 1l
10mM dNTP Mix 1ul
dH.0 10ul

Die Lésung wurde dann bei 65°C fur finf Minuten inkubiert und anschlieBend
fir eine Minute auf Eis heruntergekuihlt. Im Anschluss wurde der Probe der Syn-

these-Mix hinzugefugt. Dieser besteht aus folgenden Produkten:

Substanz Menge
DTT (0,1M) 1yl
RNase Out 1ul
First Strand Buffer (5x) 4ul

Super Script Il Reverse Transkriptase (200U/ul)  1,5ul

Die Lésung wurde dann gut durchmischt, kurz bei 4000 rpm zentrifugiert und
bei 50°C fur 60 Minuten inkubiert um die Primeranlagerung zu erméglichen.
Zum Beenden der Reaktion wurde dir Probe zuletzt fur funf Minuten auf 85°C
erhitzt. Durch Hinzugabe von 1ul RNase H und Inkubation bei 37°C fir 20 Mi-
nuten wurden letzte RNA-Reste entfernt. Die fertige cDNA wurde umgehend in
das Labor unseres Kooperationspartners Dr. Matthias Lauth gebracht und dort

weiterverarbeitet.
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2.2.10 Real-Time PCR (qRT-PCR)
Die gRT-PCR wurde durch den Kooperationspartner Dr. Matthias Lauth am

Marburger Institut fur Molekularbiologie und Tumorforschung durchgefihrt und
ausgewertet.

Die Messung erfolgte mit Hilfe des 7500 Fast Sequence Detection System der
Fa. Applied Biosystems. Die Messung wurde in einer 96- Wells- Platte mit zwei
Replikaten fur jede cDNA- Probe durchgefiihrt. Als Vorlage fur die Amplifikation

des Zielgens wurde 1 ul cDNA verwendet.

2.2.11 Auswertung der Pankreatischen intraepithlialen Neoplasien

Zur Beurteilung des Progressionsgrades wurde jeweils ein H.E.-gefarbter
Schnitt jeder Maus hinsichtlich dem Auftreten von PanINs oder invasiver Karzi-
nome ausgewertet. Dementsprechend wurden die Gesamtzahl normaler Pan-
kreasgdnge und der PanINs, sowie deren spezifischer Grad bestimmt. Die
ausgezahlten PanIN-Lasionen und normalen Gange wurden mittels Microsoft

Excel und SPSS statistisch ausgewertet.

Lasion Histologie

PanIN 1a | Muzinése Zellhyperplasie. Ersatz des Gangepithels durch Becher-
zellen mit zytoplasmatischer Schleimansammlung und basal lie-
genden Zellkernen. Keine Atypien.

PanIN 1b | Die Lasionen haben einen papillaren oder pseudopapillaren Auf-
bau und ahneln den Epithelien der PanIN-1A-Lasionen. Es handelt
sich hierbei um fokale fibrovaskular gestielte Hyperplasien von
muzin®s differenzierten Gangepithelien, die die mittleren und gro-
Ben Gallengénge betreffen. Keine Atypien.
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PanIN 2

Die Gangstrukturen besitzen ein flaches oder papillar-
hyperplastisches Epithel, das zellulare Atypien aufweist. Nukleare
Veranderungen, wie Kernhyperchromasie oder Polaritatsverlust.

PanIN 3

Die Lasionen zeigen ausgepréagtere nukleére und zellulare Atypien,
histologisch kennzeichnet sie ein papillares, teilweise kribriform
imponierendes Epithel. Mitosen, Nekrosen und zellulare Atypien
kommen vor.

Abbildung 9: Einteilung der PanINs anhand histologischer Merkmale. Modifiziert nach (Hruban, Adsay et

al. 2006)

2.2.12 Statistische Datenauswertung

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Programme Microsoft Excel fur Mac

und SPSS statistisch ausgewertet.

Folgende Signifikanzniveaus wurden definiert:

Signifikant entspricht p < 0,05

Nicht signifikant entspricht p = 0,05
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3 Ergebnisse

3.1 Zucht der Mause mit dem gewiinschten Phanotyp

Die bereits vorhandenen zweifach transgenen Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?P- Mause
wurden auf bis zu 40 Elterntiere aufgestockt. Parallel dazu wurden zwei Snail”*-
Mause verpaart um die fiir die weitere Zucht notwendigen homozygoten Snail™-
Mé&use zu erhalten. Diese Mauslinie wurde ebenfalls aufgestockt um die Zucht,
wie in Kapitel 2.2.1 erlautert, durchzufiihren. Die Jungtiere wurden mittels PCR
genotypisiert und entsprechend ihres Genotyps einer Gruppe zugeteilt. Auf-
grund der aufwendigen Zucht wurden fur diese Arbeit in etwa 800 Mause gebo-
ren. Zunachst wurden die Gruppen des Beobachtungszeitraumes von 12 Mona-
ten etabliert. Im Verlauf chronologisch absteigend die weiteren Gruppen. Die
Méause wurden regelmaBig beobachtet und kontrolliert um etwaige Krankheits-

zeichen fruhzeitig zu erkennen.

3.2 Makroskopie

Makroskopisch ergab sich bei keiner der getéteten Mause der Anhalt auf das
Vorliegen eines Pankreaskarzinoms. Die entnommenen Pankreata waren von
weicher Struktur und normaler GréBe. Ebenso fanden sich keine makroskopi-
schen Auffélligkeiten anderer Organe. Bei lediglich 3 Mausen zeigten sich nach
Er6ffnung des Bauchraumes zystische Raumforderungen im Bereich des Pan-
kreaskopfes (s. Abb 8). Diese waren mit serésem klaren Sekret gefillt. Ein Ma-

lignitdtsnachweis konnte nicht erbracht werden.

Abbildung 10: Zyste im Bereich des Pankreaskopfes bei ansonsten unauffalligem Pankreasgewebe
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3.3 Histopathologische Auswertung

In den HE-Farbungen konnte analog zu den makroskopischen Befunden kein
invasives Karzinom nachgewiesen werden. Auch in den Kontrollgruppen war
histologisch kein Karzinom nachweisbar. Alle Pankreata zeigten jedoch duktale
Veradnderungen welche identisch zu den oben beschriebenen humanen PanIN-
L&sionen waren. Mit Zunahme des Alters der Mause stieg die Anzahl der L&si-
onen sowie deren Grad. Damit konnten die Beobachtungen von Hingorani et al.
reproduziert werden. (Hingorani, Petricoin et al. 2003). Die Snail®";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'??*-Mause zeigten jedoch einen insgesamt langsameren Pro-
gress in der Initiation und Progression der PanIN-L&sionen. Ab einem Alter von
6 Monaten zeigten die Mause der Kontrollgruppe ausgedehnte PanIN-L&sionen
mit nur wenig normalem Restpankreas. In den Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'?P*-Mausen hingegen zeigt sich in einem Alter von tiber 6 Monaten noch
zahlreiches normales Pankreasgewebe (s. Abb 10-15).

Zur detaillierteren Auswertung wurden von jeweils zwei HE-gefarbten Schnitten
jeder Maus alle normalen Gange sowie PanlIN-Lasionen gezahlt und erfasst.

Diese Daten wurden im Anschluss statistisch ausgewertet (s. Kapitel 3.4)

Snail/-;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras&120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+.

Abbildung 11: HE-Farbungen von 2 Monate alten M&usen.
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" i’ 1 |

Snail";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®:20/* Snail*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/* Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+-

Abbildung 12: HE-Farbungen von 4 Monate alten M&usen.

Snail-/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+

Snail”-;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/*

Abbildung 13: HE-Farbungen von 6 Monate alten M&usen.
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Snail;Pdx-1-Cre;LSL-Kras&120/* Snail*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/ Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+.

Abbildung 14: HE-Farbungen von 8 Monate alten M&usen.

Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+-

Abbildung 15: HE-Farbungen von 10 Monate alten Mausen.
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Snail;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®20/* Snail”*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®20/* Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+.

Abbildung 16: HE-Farbungen von 12 Monate alten Mausen.
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3.4 Quantifizierung der PanIN-Lasionen

Im Alter von 2 Monaten zeigten sich bereits zwischen den verschiedenen Grup-
pen signifikante Unterschiede hinsichtlich des Auftretens und dem Progress von
PanIN-Lasionen. Sowohl homozygote als auch heterozygote Snail®'";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'??*-Méause zeigten zu fast 100% normales Pankreasgewebe. In
der Kontrollgruppe lag der Anteil bei 85% (p=0,001). Im Alter von 4 Monaten
zeigte sich ebenso ein signifikanter Unterschied im Auftreten von normalen
Gangen (p<0,001). Weiterhin kam es in der Kontrollgruppe zu einer signifikan-
ten Zunahme von PanIN-1a (44,5%, p<0,001) und PanIN1b (21,7%, p=0,008)
Lasionen sowie zu einer Abnahme von normalen Géangen (27,9%). Die ho-
mozygoten und heterozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*®*-Mause besa-
Ben noch 89,9% u. 92,7% normale Gange (p<0,001). Die Anzahl an PanIN-1a
und PanIN-1b-Lasionen hat im Vergleich zur 2-Monatsgruppe zwar zugenom-
men, ist jedoch signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (p<0,05) (s. Abb.
16).

2 Months 4 Months
AANRAAANANSO §
S . \
) [ 1 ND

. S 1 X Ny ) W PaniNla

M raniNla 1,04 []PanIN1b

LoH [JPanIN1b I"‘ IN2

’ W PaniN2 u 1’:::n\'§
["]PanIN3 0.84

0,84

061 |

0,61

Ducts[%]

ps0,001

0,4
0,4

0,24

PanIN or Normal Ducts/ total

0,2+

KCS+-
Genotype

KC KCS+- KCS--
Genotype

Abbildung 17: Prozentualer Anteil von normalen Géngen (ND) und PanINs im Alter von 2 und 4 Monaten
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Mit Zunahme des Alters zeigte sich sowohl bei den homozygoten als auch hete-
rozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*®*-Mausen eine deutlich langsamere
Progression der PanIN-L&sionen, dies wurde insbesondere ab einem Alter von
8 Monaten imminent. Im Alter von 6 Monaten zeigte die Kontrollgruppe lediglich
40,8 % normale Gange. Die heterozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'2P/+-
Mause besaBen noch 78,6 % normale Gange (p<0,003), die homozygoten
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause 75,8 % (p<0,003). Ebenso zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den heterozy-
goten und homozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*®*-Mausen im Hinblick
auf PanIN1a- und PanIN1b-Léasionen (p<0,005) . Im Alter von 8 Monaten kam
es zu einer deutlichen Reduktion von normalen Géangen in der Kontrollgruppe.
Die Anzahl an PanIN-L&sionen nahm hier insgesamt zu, insbesondere zeigten
sich auch hohergradige PanIN-2 und PanIN-3-L&sionen, jedoch ohne signifikan-
ten Unterschied zu den Snail-Knock-Mausen. Auch bei den Snail®™";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'?®*-Mausen kam es zu einer Abnahme von normalen Gangen.
Die Anzahl an PanIN-Lasionen blieb weitestgehend konstant. Es zeigte sich
jedoch ein signifkant héherer Anteil an PanIN-1a L&sionen bei den heterozygo-
ten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mausen im Vergleich zu den homozygo-
ten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mausen (p=0,019).

6 Months 8 Months
s E\D s [ END
r " . B PaniNla r A 1 B PaniNla
1.0 [ IPanINIb 1.0 [ JPanIN1b
p<0,05 mWpaniN2 p<0,05 mpaniN2
S []PanIN3 []PanIN3
l_‘_\
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0,4+ 0,4+

PanIN or Normal Ducts/ total
PanIN or Normal Ducts/ total

T - 0,0~
KC KCS+- KCS-- KC KCS+- KCS--
Genotype Genotype

Abbildung 18: prozentualer Anteil von normalen Géngen (ND) und PanINs im Alter von 6 und 8 Monaten
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In den Gruppen der 10 und 12 Monate alten Versuchstiere zeigte sich wie zuvor
eine deutlich langsamere Progression der PanIN-L&sionen bei den
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*®*-Mausen. Im Alter von 10 Monaten war die
Anzahl der normalen Géange bei den homozygoten und heterozygoten
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mausen mit 64,5% (p=0,019) und 64,8%
(p=0,009) signifikant héher als in der Kontrollgruppe (10,9%). Weiterhin hatten
die Méause der Kontrollgruppe eine signifikant hohere Anzahl an PanlIN-1b-
Lasionen (64,5%) im Verleich zu den homozygoten (p=0,03) und heterozygoten
(p=0,013) Snail-Knock-Out Mausen. Im Alter von 12 Monaten zeigte die Kon-
troligruppe lediglich 7,3% normale Géange und deutlich mehr PanIN-L&sionen
als die Snail®®"';Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause (s. Abb. 18). Ein invasives
Karzinom lieB sich Uber alle Gruppe hinweg nicht nachweisen. Die Anzahl der
normalen Gange bei den Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause war signifi-
kant héher (p=0,01 u. p=0,03).
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Abbildung 19: prozentualer Anteil von normalen Géngen (ND) und PanINs im Alter von 10 und 12
Monaten

Um den Progress der PanIN-Lasionen genauer zu betrachten erfolgten die Be-
stimmung der absoluten Anzahl von PanINs und deren Grad sowie die Anzahl
normaler Gange bei jeweils zwei représentativen Schnitten jeder Maus. Wie

bereits bei Hingorani et al. beschrieben zeigte sich bei den untersuchten Schnit-
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ten innerhalb derselben Altersgruppen eine gewisse Variabilitat in der absoluten
Anzahl an PanIN-L&sionen. Die ist am ehesten darauf zurtick zu fahren, dass
die Expression von Cre in den Pdx-1-Cre-Mausen nicht einheitlich ist
(Hingorani, Petricoin et al. 2003).

In allen Gruppen der verschiedenen Genotype zeigten sich zusammenfassend
mit Zunahme des Alters eine erh6hte Gesamtzahl von PanIN-L&sionen sowie
eine Zunahme der PanIN-Grade. Die Gesamtzahl der PanIN-L&sionen sowie
deren Progression waren in den Kontrollgruppen signifikant erhdht. Die Zahl der
normalen Gange war Uber alle Altersgruppen hinweg bei den Pdx-1-
Cre;Snail®®";LSL-Kras®'??*-Mausen signifikant héher als in den Kontrollgrup-

pen.

3.5 Immunhistochemische Auswertung

3.5.1 Snail1
Der Transkriptionsfaktor Snail1 lieB sich in den Snail”;Pdx-1-Cre;LSL-

Kras®'??*. bzw. Snail*";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?®"*- Mausen nur vereinzelt an-
farben. Die Kontrollgruppe hingegen zeigte eine deutliche starkere Anféarbung.
Einschréankend muss hinzugefigt werden, dass zwischen nuklearer und zyto-
plasmatischer Anfarbung nicht differenziert wurde. Als aktiver Transkriptionsfak-
tor ist Snail1 lediglich im Nukleus lokalisiert (s. Kapitel 1.4.4.2) (Rosivatz,
Becker et al. 2006).

Exemplarisch werden im folgenden Farbungen von 4, 8 und 12 Monate alten

Versuchstieren gezeigt (Abb. 19 — 21).
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Snail”";Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail”/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Krasé120/+.

Abbildung 20: Snail in 40facher VergréBerung bei 4 Monate alten Versuchstieren

Snail;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail”/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®:20/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+-

Abbildung 21: Snail in 40facher VergdBerung bei 8 Monate alten Versuchstieren

Snail-;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+ Snail”*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras&120/+ Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+-

' R o~
-

Abbildung 22: Snail in 40facher Verg6Berung bei 12 Monate alten Versuchstieren
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3.5.2 E-Cadherin

E-Cadherin ist ein epithelialer Marker der EMT und wird wie bereits beschrieben
direkt von Snail1 reguliert. Snail1 fungiert dabei als Repressor, so dass zu er-
warten ist, dass in Anwesenheit von Snail die E-Cadherin Expression niedriger
ist und die Zellen vermehrt mesenchymale Marker exprimieren. Dies konnte fur
verschiedenste humane Tumorentitdten bereits nachgewiesen werden (Thiery
2002, Becker, Rosivatz et al. 2007). In allen untersuchten histologischen Schnit-
ten zeigte sich eine positive membranare E-Cadherin Anfarbung. In den Kon-
trollgruppen zeigte sich insgesamt eine etwas schwéachere Anfarbung von E-
Cadherin. Eine positive Anfarbung zeigte sich sowohl in normalem Pankreas-

gewebe als auch in den PanIN-Lasionen (s. Abb. 22-24).

Snail’;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail”*;Pdx-1-Cre;LSL-Krasé120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+

Abbildung 23: positive membranédre E-Cadherin-Anfarbung (40fache Verg6Berung) bei 4 Monate alten
Mé&usen
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Snail”";Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/* Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+-

Abbildung 24: positive membranédre E-Cadherin-Anfarbung (40fache Verg6Berung) bei 8 Monate alten
Mausen
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Snail/;Pdx-1-Cre;LSL-Kras©120/+ Snail”/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+-

Abbildung 25: positive membranare E-Cadherin-Anfarbung (40fache VergdéBerung) bei 12 Monate alten
Mausen

3.5.3 MMP-7

Proteine der Familie der Matrixmetalloproteinasen férdern den Umbau der Ext-
razellularmatrix (ECM) in der EMT, Tumorwachstum und —invasion sowie die

Angiogenese (Nabeshima, Inoue et al. 2002).

Es zeigte sich bei allen Mausen der Kontrollgruppen eine stark positive Anfér-
bung von MMP-7. Bei den Snail-Knock-Out M&usen hingegen zeigte sich eine

allenfalls schwache Anfarbung.

Snail”;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail/+;Pdx-1-Cre;LSL-Kras¢120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+-

Abbildung 26: MMP-7 (40x) bei 4 Monate alten Mausen. Stark positive Reaktion in der Kontrollgruppe
(rechts)
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Snail”";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/ Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+

Abbildung 27: MMP-7 (40x) bei 8 Monate alten Mausen. Stark positive Reaktion in der Kontrollgruppe
(rechts)
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Snail”/-;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Snail/+;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+-

Abbildung 28: MMP-7 (40x) bei 12 Monate alten Mausen. Stark positive Reaktion in der Kontrollgruppe
(rechts)
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3.5.4 CK-19

Cytokeratin-19 dient als epithelialer Marker in der histologischen Untersuchung
zum Nachweis der epithelialen Herkunft von Pankreaskarzinomen bzw. PanIN-
Lasionen (Hingorani, Petricoin et al. 2003). Zwischen den Snail®";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'?®*-Mausen und der Kontrollgruppe zeigten sich keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich der Expression von CK19 (s. Abb. 28-30).

Snail/;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/+-

Abbildung 29: Immunhistochemische Fabrung von CK-19 bei 4 Monate alten Mausen

)
s; VAL

Snail”;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras&120/+ Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+-

Abbildung 30: Immunhistochemische Fébrung von CK-19 bei 8 Monate alten Mausen

Snail”/-;Pdx-1-Cre;LSL-Kras6120/+ Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+ Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+.

Abbildung 31: Immunhistochemische Fébrung von CK-19 bei 12 Monate alten Mausen
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3.5.5 Amylase

Bei der Immunhistochemie von Amylase als wichtigem Marker der exokrinen

Pankreasfunktion zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede im Gruppen-
vergleich

Snail”";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®122/+ Snail”’*;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®120/* Pdx-1-Cre;LSL-Kras®*22/+-

Abbildung 32: Immunhistochemische Féarbung von Amylase bei 4 Monate alten M&usen

Snail-;Pdx-1-Cre;LSL-Kras®:20/+ Snail*;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+

Pdx-1-Cre;LSL-Kras®:22/+

Abbildung 33: Immunhistochemische Féarbung von Amylase bei 8 Monate alten M&usen
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3.5.6 SOX9
Sox-9 gehort zur Familie der Sox (SRY-related high-mobility group [HMG] box)

Transkriptionsfaktoren. Neben der Chondrogenese und der Geschlechtsdeter-
minierung konnte auch fur zahlreiche Tumorentitdten eine aberrante Sox-9 Ex-

pression nachgewiesen werden (Zhang, Guo et al. 2012, Wang, He et al. 2013).

Die immunhistochemischen Farbungen zeigten bei den homozygoten den
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?®*-Mausen keine bis sehr schwache Positivitit
fir SOX-9. Die heterozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?*-Mause und die
Kontrollgruppe hingegen zeigten eine verstarkte Anfarbung (s. Abb. 33). Diese

Ergebnisse werden auch mit der gqRT-PCR auf Transkriptionsebene bestatigt.

Snail--;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+

Snail/*;Pdx-1-Cre;LSL-KrasG120/+

Pdx-1-Cre;LSL-Kras&120/+-

Abbildung 34: Immunhistochemie von Sox9 bei 4 Monate alten Mausen
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3.6 Real-Time PCR

Histopathologisch und Immunhistochemisch zeigte sich bereits ein deutlicher
Einfluss des Snail-Knockouts auf die PanIN-Progression und die Expression
verschiedener EMT-Marker. Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR wurden
Proben von homozygoten und heterozygoten Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'??*-Mausen und den Kontrollen (Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*) auf das Vor-
handensein von mRNA der Transkriptionsfaktoren Snail1, Cdh1/E-Cadherin,

Twist1 und Sox-9 untersucht.

Die Snail-Expression aller untersuchten Altersgruppen der homozygoten
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause war signifikant niedriger (p= 0,05) als
in der Kontrollgruppe (s. Abb. 34). Trotz des Knock-Outs von Snail war Snail in
den homozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'*®*-Mausen nachweisbar.

Dies liegt am ehesten an der unvollstdndigen Penetranz von Cre in dem Pdx-1-

Cre-Mausen.
Snail expression in realtime PCR p<0,05
1.2
1
08
Relative expressionto | DD-.:[-_-m»_-i|

control 08
04
0.2

0 —— —— — — ——

control het het het homo homo homo
Genotype of mice

Abbildung 35: Real-Time PCR Snail
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Die Expression von des epithelialen EMT-Markers Cdh1 / E-Cadherin war bei
allen homozygoten Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mausen wider Erwarten
signifikant niedriger als in der Kras;Pdx-1-Cre-Kontrollgruppe. Bei den unter-
suchten heterozygoten Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?**-Mausen war in ledig-
lich einer Probe die Expression von E-Cadherin auf Transkriptionsebene im

Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht (s. Abb. 35).

Cdh1 expression p<0,05
12
1
038
Relative expresson to
control 0.6 -m
04
0.2
0
control het het het homo homo homo
Genotype of mice

Abbildung 36: Real-Time PCR E-Cadherin
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Twist1 ist wie Snail ein Protein der EMT und wird bereits in der Embryonalent-
wicklung bendtigt. Die Expression von Twist ist ebenso mit einer verringerten E-
Cadherin Expression assoziert. Weiterhin konnte fiir Twist1 ein Einfluss auf den
Zellzyklus nachgewiesen werden. Durch Herabregulation von p53 fuhrt es zur
Hemmung der Apoptose (Yang, Mani et al. 2004)

In allen untersuchten Proben zeigte sich auf der Transkriptionsebene eine signi-
fikant geringere Expression von Twist im Vergleich zu der Kontrollgruppe (s.
Abb. 36).

Twist1 expression p<0,05

0,9
0,8
0,7

0,6
Relative 05
expressionto ’

control 04 | ODate. |
0,3
0,2
0,1

control het het het homo homo homo
Genotype of mice

Abbildung 37: Real-time PCR Twist 1
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Einhergehend mit den Beobachtungen in der Immunhistochemie fir den duka-
talen MarkerSox-9 zeigt sich in der qRT-PCR ein konkordantes Ergebnis.

Sowohl heterozygote als auch homozygote Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'2?"*-
Méause zeigten eine signifikant niedrigere Sox-9-Expression auf Transkriptions-

ebene im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Sox9 expression 0<0,05

0,9
0,8
0,7

0,6
Relative
. 0,5
expressionto

control 04 ODate. |
0,3
0,2
0,1

control het het het homo homo homo
Genotype of mice

Abbildung 38: Real-time PCR Sox-9
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4 Diskussion

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist trotz intensiver Forschungen
noch immer eine Tumorerkrankung mit einer extrem schlechten Prognose. Die
Grande hierfir liegen zum einen in der spaten Diagnosestellung und der ag-
gressiven Tumorbiologie (Neoptolemos, Stocken et al. 2004). Dem invasiven
Karzinom gehen Vorlauferlasionen (PanINs) mit entsprechenden molekularge-
netischen Veranderungen voraus. Trotz zahlreicher Studien an Mausmodellen,
welche die humane Karzinomentwicklung nahezu identisch rekapitulieren, sind
bislang jedoch noch nicht alle Mechanismen, die zur Entstehung dieser Vorlau-
ferlasionen und deren Progression zu invasiven Karzinomen beitragen, vollends

verstanden.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines neu generierten Tumormausmodells der
Einfluss des Transkriptionsfaktors Snail1 auf die Initiation und Progression von
PanlINs untersucht. Dazu wurden die PanIN-Lasionen quantifiziert und entspre-
chende Marker der EMT immunhistochemisch geféarbt. Um diese Ergebnisse zu
validieren wurde mittels gRT-PCR die relative Expression von Cdh1, Snail1,
Twist1 und Sox9 mRNA bestimmt.

Das mehrstufige Tumorprogressionsmodell wird im Mausmodell rekapitu-

liert

Hingorani et al. zeigten mit ihren Arbeiten, dass transgene Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'?®*Mause das komplette Spektrum von PanIN-Lasionen, welche iden-
tisch zu den humanen Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms sind, entwi-
ckeln. Weiterhin zeigten die Pankreata dieser M&use eine fur das Pankreaskar-
zinom typische ausgepragte desmoplastische Stromareaktion. Eine weitere
Studie der Arbeitsgruppe zeigte, dass eine zusatzliche p53 Mutation nach dem
Durchlaufen der Vorlauferlasionen zur Entwicklung eines invasiven und metas-
tasierenden Pankreaskarzinoms filhrt. Das mediane Uberleben der Mause war
auf 5 Monate verkirzt und 100% der Versuchstiere starben bis zum Alter von

12 Monaten an einem Pankreaskarzinom (Hingorani, Petricoin et al. 2003,
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Hingorani, Wang et al. 2005). Dieses Mausmodell bietet somit eine Méglichkeit
die Karzinogenese in vivo zu untersuchen. Die mit dieser Arbeit erhobenen Da-
ten zeigten wie bei Hingorani et al. beschrieben die mehrstufige Progression
der PanIN-L&sionen analog zu den humanen Vorlauferlasionen ohne in ein
invasives Karzinom (berzugehen. In den Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?""*-
Méausen fanden sich im Vergleich zu den Kras;Pdx-1-Cre-Mausen keine Unter-

schiede in der Histopathologie der PanIN-L&asionen.

Die Initiation und Progression von PaniNs ist unter Abwesenheit von Snail

verzogert

Bezlglich des hier untersuchten Einfluss von Snail1 auf die Initiation und Pro-
gression von PanIN-L&sionen gab es vor der hier vorliegenden Arbeit keine Da-
ten, so dass ein Vergleich mit anderen Studien nicht zu flhren ist. Unsere Da-
ten zeigen erstmals in vivo, dass unter Abwesenheit von Snail1 die Gesamtzahl
an intraepithelialen pankreatischen Vorlauferlasionen sowie deren Progression
signifikant niedriger bzw. verlangsamt ist im Vergleich mit Kras;Pdx-1-Cre-
Méausen. Diese Beobachtungen fihren zu der Schlussfolgerung, dass der Tran-
skriptionsfaktor Snail1, als regulatorisches EMT-Protein, nicht nur bei invasiven
Pankreaskarzinomen, sondern auch in der Entstehung von Vorlauferlasionen
eine zentrale Rolle besitzt. Studien hatten bereits in vitro und in vivo nachge-
wiesen, dass Snaill in Pankreaskarzinomzellen Uberexprimiert wird und mit
einer verminderten E-Cadherin Expression einhergeht. Weiterhin flhrte ein er-
héhte Snaill Expression zu einem gesteigerten Metastasierungspotenzial
(Hotz, Arndt et al. 2007, von Burstin, Eser et al. 2009). Einhergehend mit unse-
ren Beobachtungen konnten Mazur et al. in vivo nachweisen, dass die Abwe-
senheit von Notch-2, einem weiteren Induktor der EMT, die Panin Progression
verhindert und das Uberleben verlangert. (Mazur, Einwachter et al. 2010). Der
Notch-Signalweg spielt ebenso wie Snail1 eine kritische Rolle in der Induktion
der EMT. Notch ist zudem Uber verschiedene Signalkaskaden in der Lage

Snail1 und Slug zu modulieren (Wang, Li et al. 2010). Weiterhin konnte in Pan-
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kreaskarzinomzellen eine Uberexpression von Notch-1, welche zu gesteigerter
Invasivitadt und Zellmigration flhrte, nachgewiesen werden (Bao, Wang et al.
2011). Zahlreiche Studien haben zudem zeigen kénnen, dass die Expression
des Zielgens von Notch, Hes1, in PanIN-Lasionen verstarkt ist (Miyamoto,
Maitra et al. 2003, Stanger, Stiles et al. 2005).

Unsere Beobachtungen lassen vermuten, dass die Epitheliale-Mesenchymale
Transition bereits in PanIN-Lasionen ablauft und eine entscheidende Rolle in
der Progression zum invasiven Karzinom einnimmt. Ahnliches lassen Studien-
ergebnisse von Rhim et al. vermuten. Ihre Daten zeigen, dass die EMT bereits
ins PanIN-2, PanIN-3 und ADMs nachweisbar sind bevor es zur eigentlichen
Tumorformation kommt. Ebenso sind pankreatische Epithelzellen lange vor der
Tumorformation im Blutkreislauf und in der Leber nachweisbar (Rhim, Mirek et
al. 2012).

In einem néchsten Schritt wéare zu prifen ob sich unsere Ergebnisse auch auf
die Entwicklung von invasiven Karzinomen Ubertragen lassen und in wie weit
Snail1 als therapeutisches Target fungieren kénnte. Mit GN-25, einem spezifi-
schen p53-Snail Bindungsinhibitor, steht erstmals ein Molekil zur Verfiigung,
welches zukinftig zum Einsatz in der Therapie gegen Kras-initiierte Karzinome
kommen kdnnte. Das Tumorsuppressorgen p53 wird durch Kras-induzierte Ak-
tivierung von Snail supprimiert und aus der Zelle eliminiert. GN-25 verhindert
diese Snail-p53-Bindung, so dass die p53-Expression in Kras-mutierten Zellen
wieder induziert wird. Ein zytotoxischer Effekt auf normale Zellen bzw. Kras-
Wildtyp-Zellen konnte nicht nachgewiesen werden (Lee, Shen et al. 2010). Die-
selbe Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass GN-25 die MET induziert
und so zu einem verminderten Tumorwachstum und zur Induktion von Apopto-
se fuhrt. Zudem moduliert GN-25 zahlreiche Transkriptionsfaktoren, zum Bei-
spiel durch Inhibierung von onkogenen Transkriptionsfaktoren und gesteigerter
Expression von Tumorsuppressorgenen, was wiederum zu MET und Apoptose
fihrt (Azmi, Bollig-Fischer et al. 2013). Der Nutzen dieses Snail-Inhibitors muss
jedoch noch extensiv in praklinischen und klinischen Studien untersucht wer-
den. Zunachst erscheint es sinnvoll, Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'??*-Mause und Pdx-
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1-Cre, LSL-Kras®'2?* LSL-Trp53R""2"*.Mause mit GN-25 zu behandeln und so
den Effekt des Snail-Inhibitors auf die Entstehung von PanIN-L&sionen bzw.

invasiven Karzinomen zu evaluieren.

Die verlangsamte Progression der PanIN-Lasionen und ein mégliches verzdger-
tes Auftreten von Pankreaskarzinomen unter Abwesenheit von Snail bieten ne-
ben therapeutischen Méglichkeiten auch Optionen im Hinblick auf die Friher-

kennung von Pankreaskarzinomen und dessen Vorlauferlasionen.

Yachida et al. haben in 2010 erstmals zeigen kénnen, dass die Ausbildung von
Fernmetastasen erst spét in der Entwicklung von Pankreaskarzinomen auftritt.
Zwischen Auftreten der initialen Mutationen und Entstehung des elterlichen,
nicht-metastasierenden Klons liegt ein Zeitraum von etwa 10 Jahren. Bis zur
Entstehung von Metastasen vergehen nochmal 5 Jahre. Diese Beobachtungen
implizieren, dass der Zeitraum der Diagnosestellung in einem kurativen Stadium
mehrere Jahre betragt. Die Herausforderung ist es also einen Tumor in einem
noch nicht-metastasierten Stadium zu diagnostizieren (Yachida, Jones et al.
2010).

Bestrebungen einen Tumor bzw. dessen Vorstufen frihzeitig zu erkennen gibt
es in Hinblick auf das Pankreaskarzinom insbesondere fur das familidare Pan-
kreaskarzinom. Im Rahmen von jahrlichen Screening-Untersuchungen wird mit
Hilfe eines multidisziplindren Ansatzes versucht bei Patienten, welche ein er-
héhtes Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken tragen, Vorstufen (Pa-
nINs, IPMNs) eines Pankreaskarzinoms zu diagnostizieren. Zumeist kommen
hier die Endosonographie und MRT-Untersuchungen zum Einsatz. Daruber
hinaus werden Biomarker wie zum Beispiel microRNA-196a und -196b heran-
gezogen. Bezlglich des optimalen Zeitpunktes und des Ausmalles einer opera-
tiven Therapie bei auffélligen Befunden besteht bisher kein Konsens (Bartsch,
Gress et al. 2012, Fendrich, Langer et al. 2014, Slater, Strauch et al. 2014).

Aufgrund der Epidemiologie des Pankreaskarzinoms scheint ein solch umfang-
reiches Vorgehen, wie in den Screening-Programmen, in der Normalbevélke-

rung jedoch nicht sinnvoll. Hier stehen vielmehr nicht-invasive Friherken-
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nungsmaBnahmen, wie zum Beispiel das Nutzen von Biomarkern im Vorder-
grund. Hierzu sind jedoch umfangreiche Untersuchungen notwendig um einen

geeigneten und sicheren Biomarker zu detektieren.

Eine inverse Korrelation zwischen Snail1 und E-cadherin Expression zeig-

te sich nicht

In den immunhistochemischen Farbungen zeigte sich bei den Snail®";Pdx-1-
Cre;LSL-Kras®'??*-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine verstarkte An-
farbung von E-Cadherin. Dies geht einher mit den Beobachtungen anderen
Studien, die bei verstarkter Snail1 Expression eine verminderte E-Cadherin Ex-
pression nachgewiesen haben. Zwischen der Expression von Snaill und E-
Cadherin besteht somit eine inverse Korrelation (Cano, Perez-Moreno et al.
2000, Becker, Rosivatz et al. 2007). Jedoch zeigte sich innerhalb der Gruppen
trotz des gleichen Genotyps eine starke Heterogenitat in der Anfarbung von E-
Cadherin. Diese Beobachtung wurde bereits bei anderen Tumorentitaten wie
dem Mamma-, Prostata- und kolorektalem Karzinom gemacht (Umbas, Isaacs
et al. 1994, El-Bahrawy, Poulsom et al. 2001, Harigopal, Shin et al. 2005). Mit
der gRT-PCR bestéatigten sich die Ergebnisse der Immunhistochemie nur teil-
weise. In 5 von 6 untersuchten Proben zeigte sich wider Erwarten eine signifi-
kant niedrigere E-Cadherin Expression in den Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-
Kras®'?®*-Mausen. Nur eine Probe zeigte eine erhdhte Expression von Cdh1
mRNA. Dies legt die Vermutung nahe, dass einerseits weitere Regulationsme-
chanismen die E-Cadherin Expression steuern und andererseits Snail1 nicht in
allen Zellen ausgeschaltet wurde. Einhergehend damit zeigte die qRT-PCR
auch in den homozygoten Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?®*-Mausen das Vor-
handensein von Snaill mRNA. Dennoch war die Expression von Snail1 in den
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?***-Mausen signifikant niedriger als in der Kon-
troligruppe. Auch in der Immunhistochemie fir Snail1 zeigte sich eine deutlich

geringere Positivitat in den Snail-Knock-Out Mausen.
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Auch wenn bereits in Zelllinien des Pankreaskarzinoms und bei neuroendokri-
nen Pankreastumoren nachgewiesen werden konnte, dass Snail1 als direkter
E-Cadherin Repressor wirkt, (Hotz, Arndt et al. 2007, Fendrich, Maschuw et al.
2012) konnte dieser Zusammenhang mittels gRT-PCR in dieser Untersuchung
nicht bestéatigt werden. In wie weit unsere auf PanIN-L&sionen bezogenen Da-
ten mit der Expression von E-Cadherin in Pankreastumorzelllen vergleichbar
sind kann jedoch nicht abschlieBend bewertet werden. Es lasst sich jedoch
vermuten, dass Snail1 in PanIN-L&sionen, welche als gut differenziert angese-
hen werden mussen, E-Cadherin nur teilweise herunterreguliert. Hotz et al.
machten mit ihren Daten zur Snaill Expression in verschieden Pankreaskarzi-
nomzelllinien ahnliche Beobachtungen. Mit Zunahme des Differenzierungsgra-
des erfolgte eine Anndherung des Expressionsgrades von Snaill und E-
Cadherin (Hotz, Arndt et al. 2007).

Knock-Out von Snail1 fiihrt zu einer verminderten Twist1 Expression

Twist1 ist wie Snail1 ein SchllUsselprotein der EMT, welches zur Repression von
E-Cadherin fuhrt. Der Wirkmechanismus von Twist1 ist jedoch noch nicht ab-
schlieBend geklart (Rosivatz, Becker et al. 2002). Twist1 ist zudem ein wichtiger
Induktor von N-Cadherin, einem mesenchymalen Markerprotein der EMT, und
konnte in zahlreichen Tumorentitaten, wie dem Pankreas-, Mamma-, und Pros-
tatakarzinom nachgewiesen werden (Yang, Mani et al. 2004, Kwok, Ling et al.
2005, Ohuchida, Mizumoto et al. 2007). Unsere Daten zeigten eine signifikant
erniedrigte Twist1 mRNA Expression in den homozygoten und heterozygoten
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?®*-Mausen. Dave et al. konnten in Zellkulturver-
suchen bereits zeigen, dass die Expression von Snail1 und Twist1 in Abh&ngig-
keit voneinander steht. Zum einen fuhrt die Abwesenheit von Twist1 zu einer
langsameren Snail1 Hochregulation durch TGF-f und zum anderen ist Snail1
far eine vermehrte Twist1 Expression notwendig (Dave, Guaita-Esteruelas et al.
2011).
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Knock-Out von Snail fuhrt zu einer verminderten Sox9 Expression

Die PanIN-Entwicklung geht mit der Formation von ADMs (Azinoduktale Meta-
plasie) einher. Diese ist durch das Ersetzen von Azinuszellen mit Zellen, die
duktale Merkmale aufweisen, charakterisiert. Exprimiert werden dann duktale
Marker wie CK 19 (s. Abb. 29-31) und SOX-9 (Zhu, Shi et al. 2007). Studien
haben gezeigt, dass das Onkogen Kras Azinuszellen in duktale Zellen und Pa-
nINs umwandeln kann. Kopp et al. wiederum konnten zeigen, dass ADMs und
frihe PanIN-Lasionen SOX-9 exprimieren, aus duktalen SOX-9-positiven Zellen
jedoch nicht mehrheitlich PanIN-L&sionen entstehen. Vielmehr lassen die Stu-
dienergebnisse vermuten, dass SOX-9 exprimiert wird bevor Kras-positive Azi-
nuszellen in duktale Zellen und PanINs umgewandelt werden. Die Kras-
abhéngige Entstehung von PanINs scheint durch die Expression von SOX-9
sogar beschleunigt zu werden. (Kopp, von Figura et al. 2012, Prevot, Simion et
al. 2012). Tanaka et al. konnten in einer Studie nachweisen, dass Sox-9 in
normalem Pankreasgewebe in 82,7% der Zellen des Gangepithels exprimiert
wird. In Pankreaskarzinomzellen fand sich zu lediglich 0,8% eine Positivitat.
Darlber hinaus wurde beobachtet, dass in IPMNs die Rate an Sox-9 positiven
Zellen mit Zunahme der Tumorprogression sank (Tanaka, Kuroki et al. 2013).
Die in dieser Arbeit erhoben Daten zeigten sowohl in der Immunhistochemie als
auch in der gRT-PCR eine verminderte Expression von Sox-9 in den
Snail®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?***-Mausen. Studien, die sich mit dem Einfluss
von Snaill auf Sox-9 befasst haben, liegen bisher nicht vor. Nachgewiesen
werden konnte jedoch eine Koexpression von Slug (Snail2) und Sox-9, welche
die Tumorigenese und das Metastasierungspotenzial von humanen
Mammakarzinomzelllinien férdert (Guo, Keckesova et al. 2012). Anhand der
bisher vorliegenden Daten und unseren Beobachtungen liegt die Vermutung
nahe, dass Sox-9 an der frihen Entwicklung von PanIN-Lé&sionen beteiligt ist.
Um dies zu verifizieren und die klinische Relevanz festzustellen sind jedoch

weitere Studien von groBer Notwendigkeit.
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Knock-Out von Snail fuhrt zu einer verminderten MMP-7 Expression

Miyoshi et al. konnten fir das Hepatozellulare Karzinom (HCC) eine positive
Korrelation zwischen der Snail-Expression und der MMP-7-Expression nach-
weisen. Eine verstarkte MMP-2, MMP-7 und MT1-MMP Expression fuhrte zu
einer verstarkten Entdifferenzierung, portalen Tumorinvasion und intrahepati-
schen Metastasen beim HCC. (Miyoshi, Kitajima et al. 2004, Miyoshi, Kitajima
et al. 2005). Eine weitere Studie konnte nachweisen, dass MMP 7 auch in kolo-
rektalen Adenomen mit schweren Dysplasien exprimiert wird, so dass sich ver-
muten lasst das MMP 7 eine wichtige Rolle im Wachstum und der Konversion
von kolorektalen Adenomen zur Malignomen spielt (Qasim, Ali et al. 2013). In
humanen Pankreaskarzinomen und intraepithelialen pankreatischen Neoplasien
konnte ebenfalls eine vermehrte Expression von MMP-7 festgestellt werden,
welche mit dem Voranschreiten der Progression akkumuliert (Crawford,
Scoggins et al. 2002). Weiterhin wird MMP 7 fur die Transdifferenzierung der
Azinuszellen zu duktalen Zellen benétigt (Sawey, Johnson et al. 2007). Unsere
Beobachtungen zeigten ebenfalls eine deutlich starkere Expression von MMP-7
mit Zunahme der PanIN-Progression. DarlUber hinaus konnte die Korrelation
zwischen Snaill und MMP-7 bestétigt werden. Sowohl homozygote als auch
heterozygote Snail®®";Pdx-1-Cre;LSL-Kras®'?”"*-Méause zeigten ein deutlich ge-

ringere MMP-7 Expression in den immunhistochemischen Farbungen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Hilfe der vorliegenden Arbeit der
in vivo Nachweis erbracht werden konnte, dass unter Abwesenheit von Snail1
die Initiation und Progression von PanIN-L&sionen verzégert ist. Weiterhin ist
Snail1 als Schlisselprotein der EMT an der Regulation zahlreicher weiterer Pro-
teine, wie Sox-9, Twist1 und MMP-7 beteiligt.

Als limitierender Faktor dieser Arbeit ist zum einen das Tumormausmodell zu
nennen. Mausmodelle haben sich in der Vergangenheit als &uBerst nuitzlich
erwiesen um ein besseres Verstadndnis molekularer Krankheitsmechanismen zu

erlangen und sind auch aktuell die besten Modellorganismen. Die molekularen
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und zellularen Veranderungen in der humanen Tumorprogression kdnnen je-

doch nur limitiert rekapituliert werden.

Des Weiteren handelt es sich bei den in der Arbeit erhobenen Daten um rein
deskriptive Daten. Weitere Untersuchungen sind notwendig um auch auf funkiti-
oneller Ebene ein Verstandnis fur den Einfluss von Snaill auf die PanIN-

Entwicklung zu erhalten.
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4.1 Ausblick

Vorherige Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der EMT und einer
schlechten Prognose fir diverse humane Karzinome. Die EMT scheint der ent-
scheidende Mechanismus fir die Metastasierung von Tumoren darzustellen. Da
die Metastasierung bei den meisten Tumoren ursachlich fir das Versterben der
Patienten ist, konnte eine Verhinderung derselbigen zu einer deutlichen Verlan-
gerung des Langzeituberlebens fihren. Weiterhin ist insbesondere fur das Pan-
kreaskarzinom von enormer Relevanz die Friherkennung zu verbessern. Die
Identifizierung von nicht-invasiven Vorstufen des Pankreaskarzinoms ist von
elementarer Bedeutung, da Patienten in Frihstadien der Erkrankung behandelt
und kurativen Therapieanséatzen zugefuhrt werden kdnnten. Dies wirde die
Uberlebensrate drastisch verbessern. Da kein bildgebendes Verfahren in der
Lage ist, PanINs bzw. deren Progression zum invasiven Pankreaskarzinom
nachzuweisen, gibt es zur Zeit noch keine Mdglichkeit praventiv in das Tumor-

wachstum einzugreifen.

Die EMT als therapeutisches Ziel scheint daher in der Behandlung des Pankre-

askarzinoms sehr vielversprechend zu sein.

Der Einfluss von Snail1 und weiteren EMT-regulatorischen Proteinen in der fri-
hen Karzinom- bzw. PanIN-Entstehung bietet somit zahlreiche Anséatze fir wei-
terfuhrende Studien. Insbesondere die klinische Relevanz von Snail1 entweder
als Biomarker in der Friherkennung oder als therapeutisches Target muss an-

hand weiterer Studien untersucht werden.
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