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Zusammenfassung 

Die infauste Prognose des Pankreaskarzinoms ist vor allem dem aggressiven 

Wachstumsverhalten und der ausgeprägten Resistenz gegenüber konventionellen 

Chemotherapeutika geschuldet. Beide Charakteristika sind mit einer 

Entdifferenzierung des Tumors und der Aneignung von Stammzelleigenschaften 

assoziiert. Die Transformation in stammzellartige Tumorzellen geht mit der 

Aktivierung spezifischer Gensignaturen und der Induktion von Stammzellfaktoren 

(Sox2, Klf4, Oct4, Nanog und Bmi1) einher. Ein zentrales Ereignis der 

Entdifferenzierung und Aneignung von Stammzelleigenschaften ist der Verlust des 

Tumorsuppressors p53, der in 75 % aller humanen Pankreaskarzinome 

beobachtet wird.  Das trifft in  besonderem Maße auf Tumore mit Aktivierung des 

onkogenen Transkriptionsfaktors NFATc1 zu, der ebenfalls in der Mehrzahl 

humaner Pankreaskarzinome exprimiert wird  und das Wachstum und 

Metastasierungsverhalten von Tumoren moduliert. Im Mitt elpunkt dieser Arbeit 

stand die Regulation von Stammzelleigenschaften im Pankreaskarzinom durch 

einen bislang nicht beschriebenen und antagonistisch wirkenden p53-NFATc1- 

Signalweg. Wir konnten zeigen, dass die Funktion von NFATc1 im 

Pankreaskarzinom durch p53 definiert  wird und dass der Verlust von p53 über 

NFATc1-abhängige Aktivierung des Stammzellfaktors Sox2 (und anderer 

Stammzellfaktoren) sowohl in vivo als auch in vitro  die Ausbildung von 

Stammzelleigenschaften begünstigt. Dabei induziert NFATc1 die Expression von 

Sox2 durch direkte Bindung an Promotor und Enhancer sowie gleichzeitige 

Rekrutierung der RNA-Polymerase II. Die NFATc1-Sox2-vermittelte Aneignung von 

Stammzelleigenschaften setzt eine Hemmung des hierarchisch dominanten p53-

microRNA-200c-Signalweges voraus, der die Aktivierung von Sox2 und anderer 

Stammzellfaktoren unterdrückt. Zusammenfassend tragen die Ergebnisse dieser 

Arbeit zu einem besseren Verständnis der molekularen Mechanismen der 

Tumorprogression im Pankreaskarzinom bei und zeigen, dass zentrale Aspekte der 

zellulären Plastizität und Regulation von Stammzelleigenschaften durch ein 

hierarchisch angelegtes Netzwerk kontrolliert werden. Die Erkenntnis, dass der 

häufige Verlust von p53 durch Aktivierung des NFATc1-Sox2-Signalweges zur 

Ausbildung von Stammzelleigenschaften führt, eröffnet möglicherweise neue und 

zielgerichtete Ansätze in der Behandlung des Pankreaskarzinoms. 
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Summary  

Important causes for the poor prognosis of pancreatic cancer are in particular  its 

aggressive growth pattern and its distinct resistance against chemotherapy. Both 

features are associated with a dedifferentiated phenotype and the acquisition of 

stem cell features. The transformation into stem cell-like cancer cells is 

accompanied by the activation of specific gene signatures as well as by the 

induction of certain stem cell factors (Sox2, Klf4, Oct4, Nanog and Bmi1). The loss 

of the tumour suppressor p53 is considered as a key event in dedifferentiation and 

acquisition of stem cell features and is observed in 75 % of all human pancreatic 

cancers. This specifically applies to tumours with activation of the oncogenic 

transcription factor NFATc1, which is also expressed in the majority of human 

pancreatic cancers and contributes to dissemination and metastatic spread. The 

main focus of this work was the regulation of stem cell features in pancreatic 

cancer by a not yet described, antagonistic p53-NFATc1 signaling pathway. It could 

be shown that the function of NFATc1 in pancreatic cancer is defined by p53. The 

loss of p53 leads to acquisition of stem cell features by NFATc1-dependent 

activation of Sox2 and other stem cell factors. NFATc1 induces Sox2 expression by 

direct promotor and enhancer binding and simultaneous recruitment of RNA 

polymerase II. To allow NFATc1-Sox2-dependent acquisition of stem cell features, 

inhibition of the dominating p53-microRNA-200c signaling pathway, which 

inhibits activation of Sox2 and other stem cell factors, is required.  

In conclusion, the results of this work contribute to a better understanding of the 

molecular mechanisms of tumour progression of pancreatic cancer and show that 

central elements of cell plasticity and regulation of stem cell features are regulated 

by a hierarchically structured network. The knowledge that the frequently 

observed loss of p53 leads to acquisition of stem cell features on the basis of 

activation of NFATc1-Sox2 signaling pathway might reveal new promising targets 

for future therapy of pancreatic cancer. 
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1 Einleitung  

1.1 Das Pankreaskarzinom  

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie  des Pankreaskarzinom s 

Das Adenokarzinom des Pankreas zählt zu den soliden Tumoren des Menschen mit 

der schlechtesten Prognose (Wolfgang et al. 2013). In Europa beträgt die Inzidenz 

bei Männern 11,6 und bei Frauen 8,1 pro 100.000 Einwohner (Malvezzi et al. 

2013). Im Jahr 2013 starben in Deutschland rund 16600 Menschen an den Folgen 

des Pankreaskarzinoms. Bösartige Neubildungen des Pankreas belegen damit in 

Deutschland Platz 4 der Krebstodesfälle in der Todesursachenstatistik und Platz 

13 aller Todesursachen nach ICD10 (Todesursachenstatistik 2013). Das 

Pankreaskarzinom hat mit nur 4 % eine sehr geringe 5-Jahres-Überlebensrate 

(Vincent et al. 2011). Seine ausgesprochen schlechte Prognose liegt darin 

begründet, dass das Pankreaskarzinom aufgrund seiner anatomischen Lage und 

fehlender spezifischer Marker in der Regel erst spät diagnostiziert wird und 

zugleich früh metastasiert (Spalding und Williamson 2007). Dies führt dazu, dass 

das Pankreaskarzinom in mehr als 80 % der Fälle in einem nicht mehr kurativen 

Stadium diagnostiziert wird (Partensky 2013). Zudem ist es durch eine 

ausgeprägte Chemoresistenz charakterisiert, weshalb die chirurgische Resektion 

die einzige kurative Option darstellt. Durch chirurgische Resektion und adjuvante 

Therapie mit den Pyrimidinanaloga Gemcitabine oder 5-Floururacil kann die 

mediane Überlebenszeit von 3 ɀ 6 Monate ohne Behandlung auf 23 Monate 

verlängert werden (Spalding und Williamson 2007). Als palliative Chemotherapie 

war bis vor kurzem die Monotherapie mit Gemcitabine Mittel der ersten Wahl. 

Neuere Studien zeigen allerdings einen positiven Effekt der Kombinationstherapie 

aus 5-Floururacil, Irinotecan und Oxaliplatin (FOLFIRINOX) auf die 

Überlebensdauer. Diese Kombination weist jedoch ein ausgeprägtes 

Nebenwirkungsprofil auf und sollte nur bei Patienten unter 75 Jahren mit gutem 

Performance Status (0 oder 1) angewendet werden (Seufferlein et al. 2012).  

Das Pankreaskarzinom ist neben dem Bronchialkarzinom bei der Frau und dem 

Weichteilsarkom einer der wenigen Tumore, deren Mortalität in den vergangenen 

Jahren in Europa zugenommen hat. Die Abnahme der Mortalitäten anderer 

Krebsarten lässt sich durch eine Verbesserung der Diagnostik und Früherkennung 
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sowie durch einen Fortschritt in der Therapie erklären (Bosetti et al. 2013). Das 

Fehlen dieser mortalitätssenkenden Faktoren erklärt jedoch nicht die Zunahme 

der Mortalität des Pankreaskarzinoms. Nikotinabusus, welcher als wichtiger 

Risikofaktor für das Pankreaskarzinom gilt und wohl für 20 % aller Fälle 

verantwortlich ist  (Vincent et al. 2011), hat in den letzten Jahren abgenommen, 

was einen positiven Einfluss auf die Mortalitätsrate des Pankreaskarzinoms haben 

sollte. Die Prävalenz der Risikofaktoren Fettleibigkeit und Diabetes mellitus, 

nimmt in Europa hingegen stetig zu (Bosetti et al. 2013). Weitere Risikofaktoren 

sind starker Alkoholkonsum, eine positive Familienanamnese und ein hohes 

Lebensalter ɀ das Pankreaskarzinom tritt vor allem im Alter von 60 ɀ 80 Jahren auf 

(Vincent et al. 2011; Spalding und Williamson 2007). Patienten mit chronischer 

Pankreatitis haben im Vergleich zur restlichen Bevölkerung ein 4 ɀ 18fach höheres 

Risiko am Pankreaskarzinom zu erkranken (Spalding und Williamson 2007).  

Der Differenzierungsgrad des Tumors hat einen großen Einfluss auf die Prognose 

des Patienten. So sind schlecht differenzierte Tumore mit einer signifikant 

schlechteren Prognose assoziiert. Aufgrund verschiedener Studien gibt es die 

Empfehlung, das Grading in das postoperative Staging aufzunehmen (Wasif et al. 

2010; Rochefort et al. 2013). Tab. 1 gibt eine Übersicht über das Grading des 

duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (Damjanov und Fan 2007). 

Tab. 1: Grading des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas  (Damjanov und Fan 2007)  

Grading Differenzierung  Drüsenanteil  

G1 Gut differenziert     >95 % 

G2 Mäßig differenziert  50 ɀ 95 % 

G3 Schlecht differenziert     5 ɀ 50 % 

 Undifferenziert/anaplastisch        <5 % 

 

1.1.2 Histologische und molekulare Merkmale des Pankreaskarzinoms  

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist mit mehr als 90 % der häufigste 

Tumor des exokrinen Pankreas (Spalding und Williamson 2007). Die Entstehung 

des Pankreaskarzinoms verläuft über mehrere Vorläuferstadien. Man 

unterscheidet drei verschiedene Vorläuferstadien, für die seit 2004 klare 

Richtlinien zur Klassifizierung bestehen (Hruban et al. 2004). Unterschieden 
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werden die Vorläuferstadien pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN), mucinous 

cystic neoplasm (MCN) und intraductal papillary mucinous neoplasm (IPMN), von 

welchen die PanINs bei weitem die häufigsten sind. Die weniger als 0,5 cm 

messenden PanIN-Läsionen entstehen aus den kleinen Pankreasgängen und 

werden morphologisch in drei Grade (PanIN-1 ɀ PanIN-3) mit zunehmender 

histologischer Veränderung des Epithels unterteilt. Dabei sind die flachen (1A) 

oder papillären (1B) PanIN-1-Läsionen durch Abwesenheit von nukleären Atypien 

charakterisiert. Im Gegensatz zu PanIN-2-Läsionen, welche bereits nukleäre 

Atypien sowie eine mikropapilläre Architektur aufweisen. PanIN-3-Läsionen ɀ 

auch bekannt als Carcinoma in situ ɀ sind gekennzeichnet durch nukleäre Atypien, 

Polaritätsverlust sowie eine erhöhte Mitoserate (Hruban et al. 2008; Koorstra et al. 

2008). In Abb. 1 sind histologische Bilder der einzelnen PanIN-Läsionen dargestellt 

(Ottenhof et al. 2011). Es ist bisher noch nicht genau geklärt mit welcher 

Häufigkeit und Geschwindigkeit PanIN-Läsionen zum invasiven Pankreaskarzinom 

fortschreiten (Hruban et al. 2008). Diverse Studien weisen allerdings darauf hin, 

dass PanIN-Läsionen mit relativ großer Häufigkeit auch in gesunden Patienten 

vorkommen (Hruban et al. 2007; Koorstra et al. 2009). Andea und Mitarbeiter 

untersuchten im Jahr 2003 die Gewebe von 82 Pankreaskarzinomen und 152 nicht 

malignen Pankreata auf PanIN-Läsionen. 82 % der Pankreaskarzinome, 60 % der 

Pankreata mit Pankreatitis und 16 % der gesunden Pankreata trugen PanIN-

Läsionen. Dabei wurden PanIN-3-Läsionen nur in Geweben mit Pankreatitis (4 %) 

und im Pankreaskarzinom (40 %) beobachtet (Andea et al. 2003). Wenn man die 

relativ große Häufigkeit von PanIN-Läsionen bei gesunden Patienten (16 %) im 

Kontext mit der verhältnismäßig geringen Inzidenz für das Pankreaskarzinom von 

10 pro 100.000 Einwohner (Malvezzi et al. 2013) sieht, muss man davon ausgehen, 

dass nur ein sehr geringer Anteil der PanIN-Läsionen zum invasiven Karzinom 

fortschreitet  (Koorstra et al. 2009). Gesichert ist, dass mit Fortschreiten der 

Vorläuferläsionen bis zum invasiven duktalen Pankreaskarzinom auch eine 

Zunahme von Mutationen sowie epigenetischer Veränderungen von 

Tumorsuppressorgenen und Protoonkogenen auftritt  (Hruban et al. 2008). Zwar 

kann keine eindeutige Reihenfolge der Mutationen festgestellt werden, jedoch 

ereignen sich manche spezifische Mutationen regelhaft vor anderen genetischen 

Defekten. So gehören die Mutation im KRAS-Gen und die Verkürzung der Telomere 

eher zu frühen Ereignissen in der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms, während 
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Mutationen im INK4A-, TP53- und SMAD4-Gen erst in fortgeschrittenen PanIN-

Läsionen bzw. im invasiven Pankreaskarzinom beobachtet werden (Hruban et al. 

2008). Tab. 2 gibt einen Überblick über die am häufigsten mutierten Gene im 

humanen Pankreaskarzinom und Abb. 1 ordnet die am häufigsten mutierten Gene 

in das Karzinogenesemodell ein. 

Tab. 2: Die häufigsten Mutationen im humanen Pankreaskarzinom  (Hingorani et al. 2005; 

Ottenhof et al. 2011) 

Mutiertes Gen  Funktion  Häufigkeit  

CDKN2/p16 G1-/S-Phase Zellzyklus arrest      95 % 

KRAS2 ERK-MAP-Kinase Signalweg  >90 % 

TP53 Zellzyklusarrest & Apoptose      75 % 

Cyclin D Zellzyklusprogression      65 % 

SMAD4 TGFß     55 % 

BRCA2 Reparatur von D NA-Schäden  <10 %*  

* <10 % im sporadischen Pankreaskarzinom, aber 19 % im familiären Pankreaskarzinom 

 

Abb. 1: Karzinogenese des Pankreaskarzinoms vom normalen Epithel bis zu PanIN -3- 

Läsionen (Ottenhof et al. 2011). Die Tumorprogression ist mit einer stufenweisen Akkumulation 

charakteristischer Mutationen vergesellschaftet.  

KRAS gilt mit einer Mutationsrate von mehr als 90 % als das am häufigsten 

mutierte Protoonkogen im Pankreaskarzinom (Ottenhof et al. 2011). Das zur 

Familie der RAS-Gene gehörige KRAS codiert für ein membrangebundenes Ras-

Protein, welches nach Aktivierung durch Wachstumsfaktoren wie EGF und 

anschließende Bindung von GTP in den aktiven Zustand versetzt wird. Durch eine 

gain-of-function-Mutation, in der Regel im Codon 12 des KRAS-Gens, wird die 
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intrinsische GTPase-Aktivität des Proteins beeinträchtigt, die das Protein 

normalerweise durch Abbau von GTP zurück in den inaktiven Zustand versetzt. So 

bleibt das Ras-Protein im aktiven Zustand und aktiviert die downstream Raf-

MAP2K-MAPK-PI3K-Akt-Kaskade, was das Zellüberleben, die Zellzyklus-

progression, sowie die Zellmotilität fördert  (Wong und Lemoine 2009; Schneider 

und Schmid 2003). 

1.2 Der Tumorsuppressor p53  

1.2.1 Funktion und Regulation von p53  

Der Transkriptionsfaktor  p53 fungiert als Regulator von Genen, die in 

Signalkaskaden von Apoptose, Seneszenz und Zellzyklusarrest involviert sind 

(Spike und Wahl 2011). Hierbei reagiert der Transkriptionsfaktor p53 auf 

Stresssignale wie DNA-Schäden, Hypoxie, Mangel an Ribonukleotidtriphosphaten, 

Schäden des mitotischen Spindelapparates, Hemmung der Ribosomenbiosynthese, 

Nahrungskarenz sowie auf die Aktivierung bestimmter Onkogene (Feng et al. 

2011). Wegen seiner unentbehrlichen Rolle als Koordinator der Zellantwort auf 

genotoxischen Stress wird der Tumorsuppressor auch als ȰWächter des GenomsȰ 

bezeichnet (Lane 1992). p53 ist in ein komplexes Netzwerk sowohl positiver als 

auch negativer Feedbackloops integriert, welche ihre Wirkung auf p53 

größtenteils über die E3-Ubiquitin -Ligase MDM2 sowie über MDMx und andere 

Ubiquitin -Ligasen vermitteln  (Wade et al. 2010; Harris und Levine 2005; Brooks 

und Gu 2006). In Zellen, die keinem Stress ausgesetzt sind, führt MDM2 mittels 

Ubiquitinierung zu einer Degradierung von p53 und hält die Konzentration des 

Tumorsuppressors so auf einem niedrigen Niveau (Harris und Levine 2005; 

Brooks und Gu 2006). Durch Bindung an oder Phosphorylierung von MDM2 durch 

seine Regulatoren kann dessen Aktivität und somit die Konzentration von p53 

moduliert werden. Weitere Modifikationen von p53 wie die Phosphorylierung, 

Acetylierung, Methylierung oder Sumoylierung können zu einer 

Aktivi tätssteigerung von p53 führen: zum einen durch eine Verlängerung der 

Halbwertszeit von wenigen Minuten auf Stunden, zum anderen durch die 

gesteigerte Bindungsaffinität von p53 an seine Zielgene (Harris und Levine 2005; 

Feng et al. 2011).  
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Als Transkriptionsfaktor reguliert aktives p53 seine Zielgene durch Bindung an 

spezifische DNA-Sequenzen, die sogenannten Responsive Elements (REs) (el-Deiry 

et al. 1992; Feng et al. 2011). So bindet p53 je nach Art des Stresses, dem die Zelle 

ausgesetzt ist, z.B. an das RE von p21 oder Retinoblastom (Rb), was zum 

Zellzyklusarrest führt , oder es steigert die Expression von Apoptosemediatoren 

wie puma oder bax, indem es an die REs derer Gene bindet und führt so zum 

programmierten Zelltod (Spike und Wahl 2011; Koorstra et al. 2008). Der Verlust 

der Tumorsuppressorfunktion von p53 hat also Einfluss auf die zwei wichtigsten 

Mechanismen einer gestörten Zellzahlregulation: die vermehrte Zellteilung durch 

den Wegfall des Zellzyklusarrests und der reduzierte Zelltod durch verminderte 

p53-vermittelte Apoptose (Koorstra et al. 2008). 

1.2.2 Die Rolle von p53 im Pankreaskarzinom  

Im Vergleich zu anderen humanen Tumoren, in denen p53 in bis zu 50 % der Fälle 

mutiert ist, liegt die Mutationsrate im Pankreaskarzinom mit 75 % 

überdurchschnittlich hoch (Olivier et al. 2010; Hingorani et al. 2005). In der 

Datenbank IARC TP53, die sämtliche TP53-Genvarianten in humanen Karzinomen 

zusammenfasst, wurden die Mutationen von TP53 in 285 Pankreaskarzinomen 

genau analysiert. In fast 70 % der Fälle handelt es sich um missense-Mutationen, 

die zum Austausch einer einzelnen Aminosäure im p53 Protein und somit zu einer 

veränderten Funktion des Proteins führen (Abb. 2). Wenn man die Positionen der 

Mutationen im codierenden Abschnitt des TP53-Genes betrachtet, dann fällt auf, 

dass der Großteil der Mutationen zwischen Codon 102 und 292 liegt, also dem 

Abschnitt, der für die DNA-Bindungsdomäne von p53 kodiert (Abb. 3) (Olivier et 

al. 2010; IARC November 2012). 
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Abb. 2: Anteil der Mutationsformen aller TP53-Mutationen in 285 

Pankreaskarzinomgeweben  (IARC November 2012). 

 

Abb. 3: Prozentuale Häufigkeit der TP53-Mutationen in 281 Pankreaskarzinomgeweben in 

Abhängigkeit von der  Codon-Position  (IARC November 2012). 

Die fünf im Pankreaskarzinom am häufigsten mutierten Codons sind auch in 

anderen Krebsarten bekannte hotspots, also Codons, an denen besonders häufig 

Mutationen auftreten: Arg175, Gly245, Arg248, Arg273, Arg282. Die beiden im 

humanen Pankreaskarzinom am häufigsten mutierten Aminosäuren Arg248 und 

Arg273 interagieren direkt mit der DNA, während Arg175, Gly245 und Arg282 als 

Stabilisatoren der DNA-Bindungsdomäne fungieren (Cho et al. 1994; Tu et al. 

2008). Punktmutationen in diesen Codons führen durch Austausch der 

Aminosäuren zu einer veränderten DNA-Bindungsaffinität und hierdurch zu einer 

veränderten Expression der Zielgene von p53 (Olivier et al. 2010; Kato et al. 2003). 

Doch nicht nur durch veränderte Bindungsaffinität an Zielgene von Wildtyp-p53 
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scheinen Mutationen von p53 eine Rolle in der Tumorpathogenese zu spielen. 

Verschiedene Autoren sprechen p53-Mutanten onkogene Effekte und damit gain-

of-function, also einen Funktionsgewinn, zu. Mutiertes p53 bindet beispielsweise 

an die Promotoren von c-Myc oder des Hitzeschockproteins 70, außerdem führt 

die Interaktion  von mutiertem p53 mit dem Ras-Protein zur Transformation von 

embryonalen Fibroblasten der Ratte (Frazier et al. 1998; Tsutsumi-Ishii  et al. 

1995; Hinds et al. 1990). 

 

Wie auch bei anderen Tumorsuppressoren ist bei p53 ein dominant-negativer 

Effekt zu beobachten: Das Produkt des mutierten Allels stört die Funktion des 

Wildtyp -Allels. Somit führt die Mutation in einem Allel zum gesamten 

Funktionsverlust des p53 Proteins (Koorstra et al. 2008). Begründet wird dies 

durch die Heterooligomerisierung von mutiertem und Wildtyp-p53. Um seine 

Funktion als Tumorsuppressor ausüben zu können, muss p53 als Tetramer 

vorliegen. Da auch mutiertes p53 die Fähigkeit zur Tetramerisierung besitzt, kann 

dieses zusammen mit Wildtyp-p53 ein Tetramer bilden und hierdurch die DNA-

Bindungsaffinität von eigentlich intaktem p53 beeinträchtigen (Olivier et al. 2010; 

Chene 1998).  

Hotspot-Mutationen von p53 führen zur Akkumulation des Proteins im Zellkern, da 

dieses seine Transaktivierungsfunktion gegenüber MDM2 nicht mehr ausüben 

kann, woraufhin der negative Feedbackloop verhindert und dadurch die Stabilität 

von p53 erhöht wird (Bullock und Fersht 2001; Costa et al. 1995). Dies macht die 

nukleäre Akkumulation zu einem zuverlässigen Surrogatparameter für die 

häufigsten inakti vierenden Mutationen von p53, was mittels Immunhistochemie 

nachgewiesen werden kann (Baas et al. 1994; Costa et al. 1995). In einer Studie 

von Koorstra und Kollegen wurde im Jahr 2009 mittels Immunhistochemie die 

nukleäre Akkumulation von p53 in Geweben von 81 Pankreaskarzinomen sowie in 

einer Reihe von 58 PanIN-Läsionen analysiert. Hierbei wurde in normalem 

Gangepithel und in PanIN-1-Läsionen keine bis minimale nukleäre p53 

Akkumulation (Histologischer Score: 0-1,86) nachgewiesen. In PanIN-3-Läsionen 

und im invasiven Karzinom wurde hingegen eine starke nukleäre Akkumulation 

von p53 (Histologischer Score: 4 bzw. 4,22) nachgewiesen. Sie postulieren daher 

für p53 eine wichtige Rolle in der Progression von nicht-invasiven PanIN-Läsionen 

zum invasiven Pankreaskarzinom (Koorstra et al. 2009).  
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Doch nicht nur an dieser kritischen Stelle in der Tumorprogression wird dem 

Verlust der Tumorsuppressorfunktion von p53 eine wichtige Rolle zugesprochen. 

In den letzten Jahren wird der Verlust von p53 häufiger mit einem 

entdifferenzierten und stammzellähnlichen Phänotyp des Tumors assoziiert (Spike 

und Wahl 2011). Die Mechanismen, durch die der Verlust von p53 zu einem 

stammzellähnlichen Phänotyp führt, sind noch nicht genau geklärt. Pinho und 

Kollegen konnten im Jahr 2011 zeigen, dass Pankreasepithelzellen mit p53-/ - unter 

Stress eine verstärkte Fähigkeit zur Bildung von Spheres sowie eine erhöhte 

Expression der Stammzellfaktoren Klf4 und Bmi1 aufweisen (Pinho et al. 2011). Es 

wird vermutet, dass viele der Effekte von p53 auf Stammzelleigenschaften von 

Tumorzellen durch microRNAs vermittelt werden  (Spike und Wahl 2011; Chang et 

al. 2011). 

1.3 MicroRNAs 

1.3.1 Struktur und Funktion von microRNAs  

Neben der direkten Bindung an die REs seiner Zielgene gibt es für p53 eine weitere 

Möglichkeit, seine Zielgene zu kontrollieren: Die Regulation von spezifischen 

microRNAs (miRNAs), welche in den letzten Jahren zunehmend als Vermittler der 

Wirkung von p53 entdeckt wurden. So kann p53 die Expression seiner Zielgene 

regulieren ohne direkt mit deren DNA zu interagieren (Feng et al. 2011). 

MicroRNAs wurden das erste Mal in C. elegans im Jahr 1993 beschrieben (Lee et al. 

1993). Es handelt sich um kleine, nicht-codierende regulatorische RNA-Moleküle, 

die endogen exprimiert werden . Sie binden sequenzspezifisch an die 

untranslatierten σȬ-Enden von codierenden mRNAs wodurch sie diese 

destabilisieren und deren Translation verhindern (Feng et al. 2011; Pillai et al. 

2007). Der Prozess der Reifung der miRNA, ausgehend von der Transkription einer 

primary (pri) -miRNA über die precursor (pre) -miRNA, deren Transport aus dem 

Nukleus ins Zytosol durch das Transportprotein Exportin  5 und schließlich die 

Entstehung der reifen miRNA ist ein komplexer Prozess, an dem verschiedene 

RNA-Polymerasen sowie Endonukleasen beteiligt sind (Lee et al. 2006; Seitz und 

Zamore 2006; Feng et al. 2011). Vor allem die als seed bezeichnete Bindungsstelle 

ÁÍ υȭ-%ÎÄÅ ÄÅÒ ÍÉ2.! ÂÉÎÄÅÔ ÁÎ ÄÁÓ σȬ-untranslatierte Ende der Ziel-mRNA 

(Bartel 2009; Griffiths-Jones et al. 2006; Feng et al. 2011). Die beiden 
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Hauptstrategien der miRNA zur Regulation der mRNA-Expression ihrer Zielgene 

sind zum einen Hemmung der Translation und zum anderen die Degradierung der 

mRNA durch Deadenylase-vermittelte Entfernung des Poly-A-Schwanzes (Feng et 

al. 2011; Filipowicz et al. 2008). 

1.3.2 MicroRNAs im Pankreaskarzinom  

In miRNA-Expressionsanalysen wird eine stark verminderte Expression von 

miRNAs in Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Gewebe beobachtet. Zudem 

zeigen schlecht differenzierte Tumore niedrigere miRNA-Konzentrationen (Lu et 

al. 2005). Die Expressionsanalyse im Pankreaskarzinom von Lee und Kollegen im 

Jahr 2007 zeigte signifikante Unterschiede in den miRNA-Expressionsprofilen von 

Pankreaskarzinom und normalem Pankreasgewebe (Lee et al. 2007). Eine miRNA, 

die in dieser Expressionsanalyse nicht untersucht wurde, die aber von 

verschiedenen unabhängigen Quellen als Zielstruktur von p53 unter anderem im 

Pankreas beschrieben wurde, ist miR-34a (Chang et al. 2007; He et al. 2007; 

Tazawa et al. 2007; Rokavec et al. 2014). p53 bindet direkt an den Promotor von 

miR-34a, welche ihrerseits die klassischen p53-vermittelten Effekte 

Zellzyklusarrest und Apoptose fördert. Zudem hemmt miR-34a CD44/CD133-

positive stammzellähnliche Tumorzellen des Pankreaskarzinoms (Ji et al. 2009). 

Die verminderte Expression von miR-34a im Pankreaskarzinom ist nur teilweise 

durch ihre Regulation durch p53 zu erklären. Eine weitere Erklärung ist die p53-

unabhängige epigenetische Modulation von miR-34a im Pankreaskarzinom, 

welche von Nalls und Kollegen im Jahr 2011 beschrieben wurde (Nalls et al. 2011). 

Eine weitere miRNA, die eine Rolle im Pankreaskarzinom spielt, ist miR-200c (Yu 

et al. 2010). Im Mammakarzinom ist p53 an der Regulation von miR-200c beteiligt. 

MiR-200c vermittel t im Pankreaskarzinom die Unterdrückung von EMT 

(epithelial -mesenchymale Transition)  und Stammzelleigenschaften (Wellner et al. 

2009). Ob p53 beide miRNAs auch im Pankreas reguliert und die Zunahme von 

Stammzelleigenschaften im Pankreaskarzinom durch den Verlust von p53 und 

folglich eine Abnahme dieser miRNAs zu erklären ist, ist bisher nicht geklärt. 

 

 



1 Einleitung 

      - 11 - 

1.4 Nuclear Factor of Activated T -cells (NFAT) 

1.4.1 Struktur und Funktion von NFAT  

Der Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT) wurde erstmals im Jahr 1988 

beschrieben. Shaw und Kollegen identifizierten NFAT als einen transkription ellen 

Induktor von Interleukin-2 in aktivierten T-Zellen (Shaw et al. 1988). Zur NFAT-

Familie gehören fünf Transkriptionsfaktoren:  NFATc1 (NFATc/NFAT2), NFATc2 

(NFATp/ NFAT1), NFATc3 (NFATx/NFAT4), NFATc4 (NFAT3) sowie das weiter 

entfernt verwandte NFAT5 (TonEBP: tonicity element-binding protein). Die NFAT-

Proteine c1 - c4 weisen den folgenden strukturellen Aufbau auf, welcher in Abb. 4 

dargestellt ist. Am N-terminalen Ende befindet sich eine regulatorische Domäne, 

die NFAT-homologe Region (NHR). C-terminal hiervon liegt die DNA-

Bindungsdomäne, welche innerhalb der NFAT-Familie hochkonserviert ist und 

Ähnlichkeiten mit denen der REL/NF-ʆ"-Familie aufweist und daher auch die 

Bezeichnung RHR (Rel-homologe Region) trägt. Am C-terminalen Ende liegt die 

carboxy-terminale Domäne, die je nach Isoform und Spleißvariante 

unterschiedlich lang ist (Mancini und Toker 2009). In ruhenden Zellen ist die 

300  Aminosäuren umfassende NHR stark phosphoryliert, wobei Serin-

reiche (SRR1-3) und Serin-Prolin-reiche (SP1-3) Regionen unterschieden werden 

(Beals et al. 1997). Zudem enthält die NFAT homologe Region die 

Transaktivierungsdomäne (TAD), die nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) sowie 

zwei Calcineurin-Bindungsstellen (Hogan et al. 2003). 

 

Abb. 4: Primärstruktur von NFAT  (Modifiziert nach Mancini und Toker 2009). NHR: NFAT-

homologe Region, RHR: Rel-homologe Region, TAD: Transaktivierungsdomäne, SRR: Serin-reiche 

Region, SP: Serin-Prolin-reiche Region, NLS: Nukleäre Lokalisationssequenz 

1.4.2 Der Ca2+/Calcineurin/NFAT -Signalweg 

Die Transkriptionsfaktoren NFATc1 - c4 werden durch den Ca2+/ Calcineurin-

Signalweg reguliert (Loh et al. 1996). Durch die Serin/Threonin -Phosphatase 
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Calcineurin kann das in Ruhe phosphorylierte NFAT dephosphoryliert werden und 

hierdurch vom Zytoplasma in den Zellkern translozieren, wo es als 

Transkriptionsfaktor aktiv ist  (Luo et al. 1996). Die Aktivierung von Calcineurin ist 

Ca2+/Calmodulin-abhängig. Der Einstrom von Ca2+ in die Zelle wird durch die 

folgenden Mechanismen getriggert: Zum einen wird durch Bindung von Liganden 

an verschiedene Rezeptoren der Zelle Phospholipase C aktiviert, was zur 

Freisetzung von Inositol-1,4,5-triphosphat und hierdurch zum Einstrom von Ca2+ 

aus intrazellulären Ca2+-Speichern in die Zelle führt. Dadurch werden Ca2+ release 

activated channels (CRAC-Kanäle) geöffnet, was einen suffizienten Einstrom von 

extrazellulärem Ca2+ in die Zelle gewährleistet (Koenig et al. 2010a). Durch 

Bindung von Ca2+ an die regulatorische Untereinheit B von Calcineurin wird eine 

Calmodulin-Bindungsstelle an der katalytischen Untereinheit A freigelegt. Durch 

Bindung von Calmodulin wird eine autoinhibitorische Sequenz aus der 

katalytischen Tasche von Calcineurin freigesetzt, was zur Aktivierung von 

Calcineurin führt (Mancini und Toker 2009). Aktivierte s Calcineurin wird seiner 

Funktion als Serin/Threonin-Phosphatase gerecht und dephosphoryliert SP-

Regionen der NHR-Domäne von NFAT im Zytoplasma, wodurch dessen nukleäre 

Lokationssequenz freigelegt wird. NFAT transloziert hierdurch in den Zellkern und 

kann dort als Transkriptionsfaktor fungieren (Mancini und Toker 2009; Buchholz 

und Ellenrieder 2007). Die Hemmung von NFAT durch Inhibition von Calcineurin 

wird phar makologisch mittels Cyclosporin A (CsA) und FK506 (Tacrolimus) 

genutzt. CsA und Tacrolimus bilden hierfür Komplexe mit Cyclophillin A bzw. 

FKPB12, welche direkt an Calcineurin binden und hierdurch die Phosphatase-

Aktivität von Calcineurin hemmen (Liu et al. 1991; Mancini und Toker 2009). 

Endogen kann die Aktivität von NFAT mittels direkter Phosphorylierung durch 

Exportkinasen und Erhaltungskinasen gehemmt werden. Exportkinasen wie die 

Serin/Threonin -Kinase GSK3 (Glykogensynthase-Kinase 3) und CK-1 (Casein-

Kinase-1) phosphorylieren die SP- und SRR-Regionen der NHR-Domäne von NFAT 

und vermitteln dadurch dessen Export ins Zytosol (Beals et al. 1997). Die Aktivität 

von NFAT wird also durch ein Netzwerk von Phosphatasen und Kinasen reguliert, 

welche den Phophorylierungsstatus und damit die Lokalisation von NFAT 

bestimmen (Mancini und Toker 2009). 
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Abb. 5: Der Ca2+/Calcineurin/NFAT -Signalweg (Mancini und Toker 2009). Durch Bindung von 

Liganden an Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) und den T-Zell-Rezeptor (TCR) wird die 

Phospholipase C ɔ (PLC ɔ) aktiviert was zur Freisetzung von Inositol-1,2,4-triphosphat (InsP3) führt. 

InsP3 steigert gemeinsam mit STIM1 die Freisetzung von Ca2+ aus dem Endoplasmatischen Retikulum 

(ER). Hierdurch werden Calcium release activated channels (CRACs) geöffnet, was zu einem 

kontinuierlichen Einstrom von extrazellulärem Ca2+ führt. Calmodulin (CAM) bindet an eine 

Calmodulin-Bindungsstelle von Calcineurin (CaN), welche durch Ca2+ freigelegt wird. Calcineurin 

katalysiert daraufhin die Dephosphorylierung von zytoplasmatischem NFAT. Die 

Dephosphorylierung von NFAT führt zu dessen Translokation in den Zellkern und Aktivierung als 

Transkriptionsfaktor gemeinsam mit Partnerproteinen. Exportkinasen und Erhaltungskinasen wie 

GSK3, CK-1 und DYRK führen durch Phosphorylierung von NFAT zu dessen Translokation ins 

Zytosol. Pharmakologisch kann die Dephosphorylierung und Aktivierung von NFAT durch 

Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) gehemmt werden. 

Als Transkriptionsfaktor reguliert NFAT seine Zielgene durch direkte Bindung an 

deren Promotoren und Enhancer. Hierbei erkennt NFAT die Konsensussequenz 

GGAAA und bindet an die DNA meist in Interaktion mit anderen 

Transkriptionsfaktor en, als Homo- oder Heterodimer (Rao et al. 1997; Mancini und 

Toker 2009). Zudem kann NFAT die Transkription seiner Zielgene durch 

Interaktion mit Histondeacetylasen regulieren (Koenig et al. 2010b). In der Regel 

transaktiviert NFATc1 seine Zielgene in Kooperation mit Partnerproteinen, welche 

dessen DNA-Bindung stabilisieren und spezifizieren. Im Pankreaskarzinom wurde 

der onkogene Transkriptionsfaktor STAT3 als ein wichtiges Partnerprotein von 

NFATc1 identifiziert (Baumgart et al. 2014). 
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1.4.3 Die Rolle von NFATc1 im Pankreaskarzinom  

Die Transkriptionsfaktoren  der NFAT-Familie wurden im Jahre 1988 erstmals als 

wichtige Vermittler  der Aktivierung von T-Lymphozyten beschrieben. Heute weiß 

man, dass NFAT nicht nur in Immunzellen, sondern ubiquitär exprimiert wird  

(Mancini und Toker 2009). So sind die verschiedenen NFAT-Isoformen an 

Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen verschiedener Gewebe, wie der 

Skelettmuskelzellen, Keratinozyten und des kardiovaskulären Systems beteiligt 

(Chang et al. 2004; Graef et al. 2001; Friday et al. 2000; Mammucari et al. 2005). 

Auch in der Entstehung und Progression verschiedener Krebsformen spielen die 

einzelnen Isoformen eine Rolle. Eine der ersten Studien, die NFATc1 onkogene 

Effekte zuschrieben, wurde von Neal und Kollegen im Jahr 2003 durchgeführt. Sie 

konnten zeigen, dass die konstitutive Aktivierung von NFATc1 zu einer 

Zelltransformation von 3T3-L1-Fibroblasten führt (Neal und Clipstone 2003). 

Während man lange Zeit annahm, dass die einzelnen Isoformen der NFAT-Familie 

redundante Rollen erfüllen, konnten Robbs und Kollegen den Isoformen NFATc1 

und NFATc2 antagonistische Funktionen zuschreiben. Sie zeigten, dass in NIH 3T3-

Fibroblasten NFATc1 als Onkogen für eine vermehrte Proliferation und 

Transformation verantwortlich war, während NFATc2 als Tumorsuppressor 

Zellzyklusarrest und Apoptose förderte (Robbs et al. 2008). Im Pankreaskarzinom 

findet sich eine Überexpression beider Isoformen. Buchholz und Kollegen konnten 

eine nukleäre Lokalisation von NFATc1 in 16 von 23 humanen 

Pankreaskarzinomgeweben beobachten (Buchholz et al. 2006). Ebenso war eine 

nukleäre Expression von NFATc2 in 83 % der untersuchten invasiven 

Pankreaskarzinome nachweisbar (Baumgart et al. 2012). Die Expression von 

NFATc1 und NFATc2 im Pankreaskarzinom korreliert mit einem aggressiven 

Phänotyp (Baumgart et al. 2012). Einige der Mechanismen durch die NFAT zur 

Progression von malignen Tumoren beiträgt sind bereits verstanden. So reguliert 

NFATc1 die zellzyklusregulierenden Gene CDK4, CDK6 und Cyclin D, was zu einem 

akzelerierten Zellzyklus in der G1-Phase führt (Koenig et al. 2010a). Außerdem 

fungiert NFAT als Transkriptionsfaktor des Protoonkogens c-Myc, einem Master-

Transkriptionsfaktor der G1-Progression. Nach in vivo- und in vitro-Depletion von 

NFAT wurde eine verminderte Expression von c-Myc, ein G1-Arrest sowie ein 
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reduziertes Tumorwachstum beobachtet (Buchholz et al. 2006; Koenig et al. 

2010b; Hessmann et al. 2015). 

1.4.4 Transgene Mauslinien  

Die AG Ellenrieder hat bereits in verschiedenen transgenen Mausmodellen 

beobachtet, dass eine pankreasspezifische konstitutive Aktivierung von NFATc1 

die Pankreaskarzinogenese beeinflusst. Hierzu wurde eine Mauslinie generiert, in 

welcher NFATc1 konstitutiv nukleär (c.n.NFATc1) und somit aktiv ist. In den SRR-1 

und SP-1 Regionen von NFATc1 wurde an 13 Loci die Aminosäure Serin gegen 

Alanin ausgetauscht, um den nukleären Export und somit die Inaktivierung von 

NFATc1 zu verhindern (Abb. 6) (Dissertation Julius Nikorowitsch, 2013). 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung des Genkonstrukts für c.n.NFATc1  (Modifiziert nach 

Nikorowitsch 2013). grün: Serin-reiche Region, rot: Serin-Prolin-reiche Region. Der Austausch von 

Serin gegen Alanin an 13 verschiedenen Loci verhindert die Phosphorylierung von c.n.NFATc1, 

wodurch dieses im aktiven Zustand im Nukleus verbleibt.  

Dieses Konstrukt wurde mit einem Hämagglutinin (HA)-Marker sowie einem loxP-

Stop-loxP-Konstrukt versehen und in das erste Intron des Genlokus Rosa26 

eingebracht. Die Aktivierung der genetischen Veränderungen erfolgte durch ein 

pankreasspezifisches Cre/loxP-System. Hierfür wurde die c.n.NFATc1-Maus mit 

den Mauslinien p48-Cre bzw. Pdx1-Cre gekreuzt (Baumgart et al. 2014). Die p48-

Cre Rekombinase wird durch Kopplung an den p48-Ptf1-Promotor in das Genom 

der Maus eingebaut. Der Transkriptionsregulator Ptf1 (Pancreas transcription 

factor 1) und dessen DNA-bindende Untereinheit p48 spielen eine Rolle in der 

Entwicklung des exokrinen Pankreas. In der erwachsenen Maus findet sich p48 

lediglich in Azinuszellen (Hingorani et al. 2003). Daher wird der p48-Ptf1-
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Promotor sowie der Promotor Pdx1 häufig zur pankreasspezifischen Aktivierung 

des Cre-Enzyms verwendet (Gu et al. 2002; Hingorani et al. 2003). Die Cre-

Rekombinasen entfernen das loxP-Stop-loxP-Konstrukt, sodass c.n.NFATc1 sowie 

HA transkribiert werden können. Neben der c.n.NFATc1;Cre-Maus, welche zu einer 

verstärkten Proliferation und Ausbildung von PanIN-Läsionen und vereinzelten 

PDACs führte, kreierte die AG Ellenrieder zudem eine transgene Maus, bei welcher 

die konstitut ive Aktivierung von NFATc1 mit einer onkogenen Mutation von Kras 

kombiniert wurde. Diese c.n.NFATc1;KrasG12D;Cre (NKC)-Mäuse bildeten im 

Vergleich zu Mäusen mit alleiniger KrasG12D-Mutation regelhaft Pankreaskarzinome 

aus. Die hierbei beobachteten Tumore zeigten die gesamte Bandbreite aller 

Differenzierungsgrade (Abb. 7) (Dissertation Julius Nikorowitsch, 2013). 

 

Abb. 7: Differenzierungsgrade muriner Pankreaskarzinome von transgenen Mäusen mit 

dem Genotyp NKC (c.n.NFATc1, KrasG12D, Pdx1-Cre) (Dissertation Julius Nikorowitsch, 2013). 

(Nikorowitsch 2013) 

 

Abb. 8: Immu nreaktiver Score IRS von p53 in unterschiedlich differenzierten 
Pankreaskarzinomen transgener Mäuse mit  dem Genotyp NKC (c.n.NFATc1, KrasG12D, 
Pdx1-Cre) (Singh et al. 2015). 
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Zudem konnte die AG Ellenrieder feststellen, dass in diesem Mausmodell ein 

schlecht differenzierter Phänotyp mit dem endogenen Verlust des 

Tumorsuppressors p53 einhergeht (Abb. 8)(Singh et al. 2015). Dies führte zu der 

Hypothese, dass NFATc1 auf dem Boden einer Kras-Mutation und nach Verlust des 

Tumorsuppressors p53 tumorspezifische Programme reguliert, die in einer 

schlechten Differenzierung resultieren. Um dies zu evaluieren wurde eine weitere 

Mauslinie generiert: Eine Mauslinie, welche neben der konstitutiven Aktivierung 

von NFATc1 und der onkogenen Mutation von Kras eine Mutation im Trp53-Gen 

trug. Zur Aktivierung der genetischen Veränderung wurde hier eine p48 

gekoppelte Cre-Rekombinase verwendet. Diese KNPC-Mäuse zeigten eine stark 

akzelerierte Karzinogenese mit sehr schlecht differenzierten Karzinomen (Singh et 

al. 2015). 

1.5 Stammzellähnliche Tumorzellen und deren Regulatoren  

1.5.1 Tumor zellen  mit Stammzelleigenschaften  

Die meisten Tumorgewebe sind aus einer heterogenen Gruppe von Tumorzellen 

aufgebaut. Während dies früher durch die Mikroumgebung der Tumorzellen und 

durch die Koexistenz multipler genetischer Subklone erklärt wurde, entstand in 

den vergangenen Jahren die Hypothese einer Subpopulation von Tumorzellen mit 

stammzellähnlichen Eigenschaften. Diese Tumorzellen sollen, wie normale 

Stammzellen, die Fähigkeit zur Differenzierung und Selbsterneuerung durch 

Zellteilung besitzen. Dieses Modell wurde erstmals im Rahmen der akuten 

myeloischen Leukämie beschrieben und in den vergangenen Jahren auf solide 

Tumore ausgeweitet (Bonnet und Dick 1997; Dalerba et al. 2007). Im Jahr 2007 

wurden von verschiedenen Autoren solche stammzellähnlichen Tumorzellen im 

Pankreaskarzinom identifiziert. (Li et al. 2007; Hermann et al. 2007). Zur Frage 

nach der Herkunft der Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften existieren zwei 

Theorien: Anfangs wurde angenommen, dass diese Tumorzellen aus normalen 

Stammzellen entstehen, da diese viele gemeinsame Eigenschaften zeigten. 

Beispielsweise tragen sowohl normale Stammzellen als auch stammzellähnliche 

Tumorzellen die Oberflächenmarker CD34+ und CD38- (Bonnet und Dick 1997; 

Singh und Settleman 2010). Lange Zeit ging man davon aus, dass differenzierte 

Gewebe nicht in der Lage sind zu entdifferenzieren. Diese langjährige Meinung 
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wurde von 3ÈÉÎȬÙÁ Yamanaka im Jahr 2006 revidiert, wofür dieser im Jahr 2012 

den Nobelpreis für Medizin erhielt. Yamanaka war der Erste, dem es gelang 

pluripotente Stammzellen aus differenzierten Fibroblasten herzustellen. Die dabei 

entstandenen iPS (induced pluripotent stem)-Zellen zeigten die Morphologie und 

Eigenschaften embryonaler Stammzellen (Takahashi und Yamanaka 2006). Dies 

untermauert die These, dass stammzellähnliche Tumorzellen aus differenzierten 

Tumorzellen entstehen können. Verschiedene Studien konnten einen 

Zusammenhang zwischen der epithelial -mesenchymalen Transition (EMT) und 

Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften herstellen (Mani et al. 2008; Santisteban 

et al. 2009; Morel et al. 2008; Satoh et al. 2015). EMT ist ein 

Transdifferenzierungsprogramm, welches in der embryonalen Entwicklung eine 

Rolle spielt (Singh und Settleman 2010). Zellen, die EMT durchlaufen, verlieren 

ihren epithelialen Phänotyp, inklusive Zell-Zell-Adhäsionen, Polarität und 

Immobilität. Die Zellen erhalten einen mesenchymalen Phänotyp, was in der 

Karzinogenese zum Erlangen von Motilität und Invasivität sowie Vermeidung von 

Apoptose führt (Polyak und Weinberg 2009). Regulatoren von EMT sind die 

Zinkfingerproteine Snail, Slug, Zeb1, Zeb2 und Twist, welche als transkriptionelle 

Repressoren die Transkription des epithelialen Adhäsionsproteins E-Cadherin 

unterdrücken (Singh und Settleman 2010). Der EMT-Regulator Snail induziert 

seinerseits die Expression der Stammzellfaktoren Sox2 und Oct4 (Zhou et al. 

2014). Verschiedene Signalwege sind in stammzellähnlichen Tumorzellen 

aktiviert, hierunter die Signalwege Hedgehog und Notch, welche ihrerseits auch als 

Regulatoren der EMT gelten (Merchant und Matsui 2010; Abel et al. 2014; Wang et 

al. 2009). 

1.5.2 Regulatoren d er stammzellähnlichen Tumorzellen  

Bei der Generierung der iPS-Zellen durch Yamanaka waren mehrere Faktoren 

essenziell: Oct3/4 (Octamer binding transcription factor 3/4), Sox2 (Sex 

Determining Region Y-Box 2), c-Myc, Klf4 (Kruppel-like factor 4) sowie das 

Homöoboxprotein Nanog (Takahashi und Yamanaka 2006; Aoi et al. 2008). Ein 

weiteres Protein, welches für die Erhaltung von Stammzellen benötigt wird ist das 

Polycomb-Protein Bmi1, welches als Transkriptionsrepressor Senescence 

unterdrückt  (Park et al. 2004). Diese Stammzellfaktoren spielen auch in der 

Aufrechterhaltung des stammzellähnlichen Phänotyps von Tumorzellen eine Rolle. 
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Die Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors  Sox2 wurde in 

verschiedenen Tumorarten, wie dem Plattenepithelkarzinom der Lunge, dem 

Prostatakarzinom, dem Medulla- und Glioblastom, dem Osteosarkom sowie dem 

Pankreaskarzinom beobachtet (McCaughan et al. 2010; Sattler et al. 2000; Cox et 

al. 2012; Basu-Roy et al. 2012; Sanada et al. 2006). Die Expression von Sox2 geht 

hierbei mit einem entdifferenzierten Phänotyp sowie einer schlechten Prognose 

einher (McCaughan et al. 2010; Cox et al. 2012; Sanada et al. 2006). Eine kürzlich 

durchgeführte Studie von Herreros-Villanueva, welche die Rolle von Sox2 im 

Pankreaskarzinom evaluierte, konnte eine starke Expression von Sox2 in schlecht 

differenzierten Pankreaskarzinomen zeigen (Abb. 9) (Herreros-Villanueva et al. 

2013). 

 

Abb. 9: Expression von Sox2 in PanIN-Läsionen und unterschiedlich differenzierten 

humanen Pankreaskarzinomen  (Herreros-Villanueva et al. 2013). 

Neben Sox2 wurde auch die Expression von Oct4, c-Myc, Nanog und Bmi1 in 

stammzellähnlichen Tumorzellen des Pankreaskarzinoms und anderen 

Karzinomen beschrieben (Wang et al. 2013; Lu et al. 2013; Shankar et al. 2011; 

Proctor et al. 2013; Herreros-Villanueva et al. 2014; Liu et al. 2013). Histologisch 

schlecht differenzierte Tumore zeigen eine hohe Expression von 

Stammzellfaktoren. So brachten verschiedene Studien die Expression der 

Stammzellfaktoren Nanog, Oct4, Sox2 und c-Myc mit einem geringen 

Differenzierungsgrad sowie einer schlechten Prognose in Verbindung (Ben-Porath 

et al. 2008; Lu et al. 2013). 
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1.5.3 Stammzellähnliche Tumorzellen und Chemoresistenz  

Zu der schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms trägt die ausgeprägte 

Resistenz gegenüber Chemotherapie bei. Man unterscheidet bei der 

Chemoresistenz zwei Formen: Zum einen die de novo Chemoresistenz, bei der die 

Tumore intrinsisch resistent gegenüber der Chemotherapie sind und auf diese 

nicht ansprechen. Zum anderen die erworbene Chemoresistenz, bei der Patienten 

nach initialem Ansprechen ein Rezidiv erleiden (Singh und Settleman 2010). Die 

erworbene Chemoresistenz wird erklärt durch resistente Tumorzellen, welche 

nach Chemotherapie zurückbleiben und zu einem Rezidiv führen können. Im 

Pankreaskarzinom wurde nach Therapie mit Gemcitabine ein Anstieg an 

stammzellähnlichen Tumorzellen sowie EMT- und Stammzellregulatoren 

beobachtet (Zhou et al. 2008; Hermann et al. 2007; Quint et al. 2012). Man geht 

davon aus, dass diese stammzellähnlichen Tumorzellen aus verschiedenen 

Gründen resistent gegenüber Chemotherapie sind: hohe Level an anti-

apoptotischen Molekülen, Widerstand gegenüber DNA-Schäden sowie effektive 

DNA-Reparaturmechanismen (Zhou et al. 2009). Zudem können Tumorzellen mit 

Stammzelleigenschaften ABC (ATP-Binding-Cassette)-Pumpen exprimieren, 

welche die Chemotherapeutika aus der Zelle befördern (Zhou et al. 2008). Um eine 

vollständige Remission zu erreichen, müssen also auch diese Zellen durch 

Chemotherapie erreicht werden. Hierzu wurden bereits verschiedene Studien 

durchgeführt, wobei gezielte Antikörper gegen Oberflächenmarker, wie CD44 und 

CD133 oder kompetitive Antagonisten an ABC-Pumpen eingesetzt wurden 

(Deonarain et al. 2009; Kuhnle et al. 2009). Eine weitere Möglichkeit, resistente 

Pankreastumore für Chemotherapie zu sensitivieren, wäre die Hemmung der 

wichtigsten Regulatoren dieser stammzellähnlichen Tumorzellen. Um dies zu 

ermöglichen, müssen die molekularen Mechanismen, welche zur Entstehung und 

Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften von Tumorzellen im 

Pankreaskarzinom führen, besser verstanden werden. 
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2 Zielsetzung der Arbeit  

Die schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms ist unter anderem in seinem 

aggressiven und entdifferenzierten Phänotyp begründet. Die 

Stammzelleigenschaften der Tumorzellen tragen zur Fähigkeit der 

Selbsterneuerung sowie zur Entdifferenzierung bei. Zudem führen sie zu einer 

ausgeprägten Chemoresistenz, wodurch herkömmliche Chemotherapeutika nur 

geringe Therapieerfolge erzielen. Der Tumorsuppressor p53 liegt in 75 % aller 

humanen Pankreaskarzinome in mutierter Form vor und wurde in den 

vergangenen Jahren häufiger mit der Regulation von Differenzierungs-

mechanismen in Verbindung gebracht. Der Transkriptionsfaktor NFATc1 ist in 

70 % der humanen Pankreaskarzinome aktiviert und führte in Mausmodellen 

zusammen mit Mutationen von p53 und Kras zu sehr schlecht differenzierten 

Tumoren. Inwiefern der Verlust der tumorsuppressiven Funktion von p53 gepaart 

mit einer Aktivierung von NFATc1 zu diesem entdifferenzierten und aggressiven 

Phänotyp beiträgt, wurde in dieser Arbeit umfassend mechanistisch untersucht.  

Hierbei standen die folgenden Fragen im Mittelpunkt der Arbeit: 

¶ Führt der Verlust der tumorsuppressiven Funktion von p53 zu 

Entdifferenzierung in vivo und in vitro? 

¶ Wie werden die Effekte von p53 auf die Differenzierung vermittelt? 

¶ Trägt die Aktivierung von NFATc1 zur Induktion von 

Stammzelleigenschaften des Pankreaskarzinoms bei? 

¶ Wie vermittelt NFATc1 seine Effekte auf Stammzelleigenschaften? 

¶ Kann die Chemoresistenz von Pankreastumorzellen durch Hemmung 

von NFATc1 vermindert werden? 
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3 Materi al 

3.1 Zelllinien  und verwendete Medien  

3.1.1 Murine und humane Pankreaskarzinomzelllinien und deren Medien  

Name Abstammung  Herkunft  Medium  

Murine Zelllinien  

NKC II 

KNPC 001 

KNPC del3 

Murines 

Pankreaskarzinom 

AG Ellenrieder, 

Gastroenterologie, 

Philipps-Universität 

Marburg 

DMEM 

+ 10 % FCS 

+ 1 % NEAA 

+ 1 % Pen/Strept 

Humane Zelllinien  

L3.6 Humanes 

Pankreaskarzinom 

AG Daniel Billadeau, 
Mayo Clinic, 
Rochester, Minnesota 

MEM 

+ 10 % FCS 

+ 1 % Na Pyruvat 

+ 1 % NEAA 

+ 1 % Glutamin 

Panc-1 Humanes 

Pankreaskarzinom 

European Collection 

of 

Animal Cell Cultures, 

ECACC, Salisbury, 

Großbritannien 

DMEM 

+ 10 % FCS 

+ 1 % Pen/Strept 

PDAC 10/11/11  Humanes 

Pankreaskarzinom 

AG Daniel Billadeau, 

Mayo Clinic, 

Rochester, Minnesota 

1 x DMEM 

+ 10 % FCS 

+ 1 % Pen/Strept 

+ 25 mM HEPES =  

12,5 ml in 500 ml 

(1 M Stock) 
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3.1.2 Medium zur Durchführung des Sphere -Assays 

Sphere Medium  

92 ml  DMEM 

1 ml  Insulin 100 x 

4 ml  BSA 10 %  

1 ml  N2 Supplement 10 x 

200 µl  EGF 1 µl/ml 

10 µl  bEGF 100 µg/ml 

2 ml  B27 

3.1.3 Medium zur Kryokonservierung  von Zellen  

Einfriermedium  

47,5 ml  FCS 

2,5 ml  DMSO 

3.2 Puffer und Lösungen  

3.2.1 Puffer zur Isolierung von Tumorzellen aus Gewebe  

Waschpuffer  

700 ml  HBSS 

3,3 ml  HEPES 

20 ml  MEM Aminosäuren [50 x] 

10 ml  MEM NEAA [100 x] 

10 ml   Natriumpyruvat [100  mM] 

135 µl  Magnesiumchlorid [200 mM] 

80 µl  Calciumchlorid [100 mM] 

10 ml  Natriumcitrat [0,68  M] 

2,1 ml  Glycerin 

  Mit H2O auf 1 l auffüllen 

Verdauungspuffer  

30 ml  Waschpuffer 

600 µl  Liberase Blendzymes 

150 µl  Trypsininhibitor  
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3.2.2 Puffer und Lösungen für Proteinexpressionsanalysen  

3.2.2.1 Puffer zur Gewinnung und Aufbereitung von Protein  

Lysepuffer für Gesamtzelllysat  

50 mM  HEPES 

150 mM  NaCl 

1 mM  EGTA 

100 mM  Natriumfluorid  

10 mM  Natriumpyrophosphat 

  H20 

0,04 %  25 x Complete (erst vor Gebrauch hinzufügen) 

Bradford Protein Assay  

50 ml  Bio Rad Protein Assay 

200 ml  destilliertes Wasser 

5 x Laemmli  

225 mM  Tris-HCl 

50 %  Glycerin 

20 %  SDS 

10 mM  DTT 

0,02 %  Bromphenolblau 

5 %  ɼ-Mercaptoethanol 

3.2.2.2 Puffer für SDS-Gelelektrophorese  

SDS Trenngelpuffer  

1,5 M  Tris Base 

0,4 %  SDS 

  H2O 

  Ą pH 8,8 

SDS Sammelgelpuffer 

0,5 M  Tris Base 

0,4 %  SDS 

  H2O 

  Ą pH 8,8 
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Laufpuffer (10  x) 

288 g  Glycin 

60,6 g  Tris 

20 g  SDS 

3.2.2.3 Puffer für Western Blot  

10 x Blottingpuffer  

0,25 M  Tris 

1,92 M  Glycin 

1 x Blottingpuffer  

100 ml  Trans-Blot-Puffer 

200 ml  Methanol 

700 ml  H2O 

10 x TBS 

0,2 M  Tris 

1,37 M  NaCl 

  ĄpH 7,6 

1 x TBS 

100 ml  TBS 

900 ml  H2O 

1 ml  Tween 20 

Blockingpuffer  

5 g  Milchpulver 

200 ml  1 x TBST 

1 ml  Tween 20 

3.2.3 Puffer für Chromatinimmunpräzipitation  

Lysepuffer I  

5 mM  PIPES (pH 8,0) 

85 mM  Kaliumchlorid 

0,5 %  NP-40 

0,04 %  25 x Complete (erst vor Gebrauch hinzufügen) 
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RIPA-Puffer  

50 mM  Tris (pH 7,4) 

150 mM  NaCl 

10 nM  EDTA 

10 nM  EGTA (pH 7,2) 

1 %  Triton -X-100 

1 %  Natriumdesoxycholat 

0,1 %  SDS 

  H2O 

0,04 %  25 x Complete (erst vor Gebrauch hinzufügen) 

Waschpuffer I  

20 mM  Tris (pH 8,1) 

150 mM  NaCl 

2 mM  EDTA 

0,1 %  SDS 

0,1 %  Triton -X-100 

Waschpuffer II  

20 mM  Tris (pH 8,1) 

500 mM  NaCl 

2 mM  EDTA 

0,1 %  SDS 

0,1 %  Triton -X-100 

Waschpuffer III  

10 mM  Tris (pH 8,1) 

250 mM  Lithiumchlorid  

1 mM  EDTA 

1 %  SDS 

1 %  NP-40 
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3.2.4 Puffer für Genotypisierung transgener Mäuse  

PBND 

50 mM  Kaliumchlorid 

10 mM  Tris-HCl 

2,5 mM  Magnesiumchlorid 

0,45 %  NP-40 

0,45 %  Tween 20 

TBE (5 x) 

108 g  Tris Base 

55 g  Borsäure 

40 ml  0,5 M EDTA 

  Auf 2 l mit H2O auffüllen 

Farbpuffer  

30 %  Glycerin 

0,1 mM  EDTA 

0,25 %  Bromphenolblau 

  H2O 

3.2.5 Puffer für Immunhistochemie  

PBS-Puffer  

214 ml  Kaliumhydrogenphosphatlösung 

536 ml  Natriumhydrogenphosphatlösung 

45 g  NaCl 

  Č pH 7,4 

TE-Puffer  

20 mM  Tris (pH 8,0) 

1 mM  EDTA 

DAB-Lösung 

200 mg  DAB 

200 ml  TBS 

100 µl  H2O2 
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3.3 Chemikalien und Biochemikalien  

Name  Hersteller  

Acrylamid Carl Roth GmbH 

Agarose Carl Roth GmbH 

APS Merck 

Aqua ad iniectabilia Braun 

B27 Life Technologies 

bEGF Pepro Tech 

Borsäure  Merck 

Bromphenolblau SIGMA 

BSA (10mg/ml) Sigma-Aldrich® 

ɼ-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH 

Calciumchlorid Carl Roth GmbH 

Chloroform Merck 

Colorless GoTaq Reaction Buffer Promega 

Complete Proteinaseinhibitor-Tablette Roche 

Cyclosporin A SIGMA 

DAB Carl Roth GmbH 

DMEM Gibco 

DMSO Sigma-Aldrich® 

DNase I New England Biolabs 

dNTPs Sigma-Aldrich® 

DTT Serva Electrophoresis 

$ÕÌÂÅÃÃÏȭÓ 0"3 GE Healthcare 

EDTA Carl Roth GmbH  

EGF Sigma-Aldrich® 

EGTA Sigma-Aldrich® 

Eosin Sigma-Aldrich® 

Essigsäure Merck 

Ethanol Sigma-Aldrich® 

Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH 
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Name  Hersteller  

FCS PAA Laboratories GmbH 

Formaldehyd Sigma-Aldrich® 

Gelatine Sigma-Aldrich® 

Gemcitabine Kliniksapotheke der Uni 

Marburg 

GeneRulerTM 1kB DNA Ladder Fermentas GmbH 

Glutamin Gibco 

Glycerin Carl Roth GmbH 

Glycin Carl Roth GmbH 

GoTaq DNA-Polymerase Promega 

HBSS Gibco 

HEPES Carl Roth GmbH 

H2O2 Carl Roth GmbH 

Hämatoxylin solution SIGMA 

Insulin-100-X Gibco 

Isopropanol Carl Roth GmbH 

Kaliumchlorid Merck 

Liberase Blendzymes Roche 

Lipofectamin Invitrogen 

Lithiumchlorid  Sigma-Aldrich® 

Kaliumhydrogenphosphat Merck 

Magnesiumchlorid SIGMA 

MEM Gibco 

Methylbenzoat Carl Roth GmbH 

Methanol Sigma-Aldrich® 

Midori Green Nippon Genetics 

Milchpulver Carl Roth GmbH 

Mimics Life Technologies 

MultiscribeTM RT Enzyme Life Technologies 

N2 Supplement Life Technologies 

Natriumchlorid  Carl Roth GmbH 
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Name  Hersteller  

NaCl isotonische Lösung Diaco 

Natriumcitrat      Merck 

Natriumflourid   Sigma-Aldrich® 

Natriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich® 

Natriumhydrogenphosphat Merck 

Natriumpyrophosphat SIGMA 

Natriumpyruvat  Carl Roth GmbH 

Non essential Amino acids PAA Laboratories GmbH 

NP-40 Sigma-Aldrich® 

Paraffin Vogel GmbH 

Pen/Strept SIGMA 

PageRulerTM Proteinmarker Fermentas GmbH 

PIPES SIGMA 

Ponceau S solution Sigma-Aldrich® 

PMSF Roche  

Protein A Agarose Millipore  

Protein G Agarose Millipore  

Proteinase K Proteinase K 

Protein Assay BIO RAD 

Qiazol Lysis Reagent QIAGEN 

RNase A Sigma-Aldrich® 

Roticlear Carl Roth GmbH 

Rotimount Carl Roth GmbH 

Salzsäure Thermo Fisher chemical 

siLentFectTM BioRad 

SDS Carl Roth GmbH 

RNase-Inhibitor  Applied Biosystems 

SYBR GREEN Applied Biosystems 

TaqMan®Universal Master Mix II Life Technologies 

TEMED Carl Roth GmbH 

Tris Base ACROS Organic 
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Name  Hersteller  

TRIS Hydrochlorid Carl Roth GmbH 

Triton -X-100 Carl Roth GmbH 

Trypsin EDTA PAA Laboratories GmbH 

Trypsininhibitor  Sigma-Aldrich® 

Tween ® 20 Sigma-Aldrich® 

Western LightningTM Plus ECL Oxidizing 

Reagent Plus 

Perkin Elmer 

Western LightningTM Plus ECL Enhanced 

Luminol Reagent Plus 

Perkin Elmer 

Western LightningTM Ultra ECL Oxidizing 

Reagent Plus 

Perkin Elmer 

Western LightningTM Ultra ECL Enhanced 

Luminol Reagent Plus 

Perkin Elmer 

Xylol Sigma-Aldrich® 

 

3.4 Kits  

Name Hersteller  

Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit Roche 

DNeasy Blood&Tissue Kit Qiagen 

miRNeasy Mini Kit Qiagen 

Omniscript®RT Kit Qiagen 

peqGOLD Total RNA Kit PEQLAB Biotechnologie GmbH 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 

Vectastain® ABC Kit Vector Laboratories 
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3.5 Antikörper  

3.5.1 Antikörper für Immunhistochemie  

Antikörper  Verdünnung  DAB-Dauer  Hersteller  

CK-19 1 : 50 10 min Santa Cruz 

HA 1 : 100 4 min Cell signaling 

p53 1 : 600 10 min Leica 

 

3.5.2 Antikörper für Western Blot  

3.5.2.1 Primärantikörper für Western Blot  

Antikörper  Art  Verdünnung  Größe (kDa)  Hersteller  

ɼ-Actin HRP  1 : 20000 42 Santa Cruz 

Bmi1 Maus 1 : 1000 40-44 Millipore  

HA Maus 1 : 1000 60 Cell signaling 

Klf4 Kaninchen 1 : 1000 50 abcam 

Nanog Kaninchen 1 : 1000 42 Cell signaling 

NFATc1 Maus  1 : 1000 100-115 abcam 

Oct4 Kaninchen 1 : 000 43 abcam 

p53 Kaninchen 1 : 1000 53 Cell signaling 

Sox2 Kaninchen 1 : 500 43-34 abcam 

3.5.2.2 Sekundärantikörper für Western Blot  

Antikörper  Verdünnung  Hersteller  

Kaninchen HRP 2 : 10000 Cell signaling 

Maus HRP 4,5 : 10000 Cell signaling 

3.5.3 Antikörper für Chromatinimmunpräzipitation  

Antikörper  Volumen  Herkunft  beads Hersteller  

IgG 1 µl  Kaninchen A Santa Cruz 

IgG 1 µl  Maus G Santa Cruz 

NFATc1 (H110) 16 µl  Kaninchen A Santa Cruz 

RNA-Polymerase II 4 µl  Maus G Millipore  
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3.6 Primer  

3.6.1 Primer für qPCR  

3.6.1.1 Murine Primer für qPCR  

Primer  Sequenz Hersteller  

Bmi1 forward υȭÃÔÃ gag gtt ttc atg gtg tta cc-σȭ Biomers 
 

Bmi1 reverse υȭ-cct caa acg cac tct cag aag taa g-σȭ Biomers 

Klf4 forward υȭ-tga cta tgc agg ctg tgg ca-σȭ Biomers 
 

Klf4 reverse (N.O.K) υȭÔÔÔ ÃÔÁ ÃÁÁ ÇÁÁ ÁÇÃ ÔÇÇ ÇÔ-σȭ Biomers 

Nanog forward υȭ-cag gtg ttt gag ggt agc tc-σȭ Biomers 
 

Nanog reverse υȭ-cgg ttc atg gta cag tc-σȭ Biomers 

NFATc1 forward υȬ-gcc ttt tgc gag cag tat ct-σȬ Biomers 
 

NFATc1 reverse υȭ-gct gcc ttc cgt ctc ata gt-σȭ Biomers 

Oct4 forward υȭ-tct ttc cac cag gcc ccc ggc tc-σȭ Biomers 
 

Oct4 reverse υȭ-tgc ggg cgg aca tgg gga gat cc-σȭ Biomers 

p53 forward υȭ-tgg acc ctg gca cct aca at-σȭ Biomers 
 

p53 reverse υȭ-gga aag tag gcc ctg gag gat-σȭ Biomers 

Sox2 forward υȭ-aag ggt tct tgc tgg gtt tt-σȭ Biomers 
 

Sox2 reverse υȭ- aaa cgg tct tg-σȭ cca cga-σȭ Biomers 

xs13 forward υȬ-tgg gca aga aca cca tga tg-σȬ Biomers 
 

xs13 reverse υȬ-agt ttc tcc aga gct ggg ttg t-σȬ Biomers 
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3.6.1.2 Humane Primer für qPCR  

Primer  Sequenz Hersteller  

BMI1 forward υȭ-aga tga gtc acc aga ggg atg g-σȭ Biomers 

 

BMI1 reverse υȭ-cct caa acg cac tct cag aag taa g-σȭ Biomers 

KLF4 forward υȭ-ctc cat tac caa ggt cag tcc -σȭ Biomers 
 

KLF4 reverse υȭ-gat cgt ctt ccc ctc tt gg-σȭ Biomers 

NANOG forward υȭ-gaa caa ttc aac ctg gag caa c-σȭ Biomers 
 

NANOG reverse υȭ-gag aat ttg gct gga act gc-σȭ Biomers 

NFATc1 forward υȭ-tgc aag ccg aat tct ctg g-σȭ Biomers 
 

NFATc1 reverse υȭ-ggg aag gta ggt gaa acg ctg -σȭ Biomers 

OCT4 forward υȭ-aat gtc caa gca gag tca gg-σȭ Biomers 
 

OCT4 reverse υȭ-agc ctc aaa atc ctc tcg ttg -σȭ Biomers 

SOX2 forward υȬ-ttc aca tgt ccc agc act ac-σȬ Biomers 
 

SOX2 reverse υȭ-tcc atg ctg ttt ctt act ctc c-σȬ Biomers 

xs13 forward υȭÇÔÃ ÇÇÁ ÇÇÁ ÇÔÃ ÇÇÁ ÃÇÁ Ç-σȭ Biomers 
 

xs13 reverse υȭ- gcc ttt att tcc ttg ttt tgc aaa -σȭ Biomers 

 

3.6.2 Primer für Chromatinimmunpräzipitation  

3.6.2.1 Humane ChIP Primer  

Primer  Sequenz Hersteller  

SOX2 Promotor +33 for υȭ-tca gga gtt gtc aag gca gag a-σȭ Biomers 
 

SOX2 Promotor +33 rev υȭ-gcc gcc gcc gat gat tgt tat tat -σȭ Biomers 

SOX2 Promotor -470 for υȭ-atg aca cac caa ctc ctg cac t-σȭ Biomers 
 

SOX2 Promotor -470 rev υȭ-tta aat gag gat ggg acg cgg gaa -σȭ Biomers 

SOX2 Promotor -1100 for υȭ-ttg cgg cca cca cca tgg aaa t-σȭ Biomers 
 

SOX2 Promotor -1100 rev υȭ-ttt ccg cag tca caa act -σȭ Biomers 

SOX2 Enhancer -3900 for υȬ-tgg tgg tcg tca aac tct gct a-σȬ Biomers 
 

SOX2 Enhancer -3900 rev υȬ-aat gaa ggc aaa cgg cag gga a-σȬ Biomers 

 



3 Material 

      - 35 - 

3.6.2.2 Murine ChIP Primer  

Primer  Sequenz Hersteller  

SOX2 Enhancer -4200 υȭ-tct gct ctt cct cgg aat ggt-σȭ Biomers 
 

3.6.3 Primer zur Genotypisierung transgener Mäuse  

Primer  Sequenz Hersteller  

p48-Cre forward υȭ-tgc tgt ttc act ggt tat gcg g-σȭ Biomers 
 

p48-Cre reverse υȭ-ttg ccc ctg ttt cac tat cca g-σȭ Biomers 

KrasG12D forward υȭ-agc tag cca cca tgg ctt gag taa gtc tgc g-σȭ Biomers 
 

KrasG12D reverse υȭ-cct tta caa gcg cac gca gac tct aga -σȭ Biomers 

c.n.NFATc1 forward υȭ-cat gtc tgg gag atg gaa gc-σȭ Biomers 
 

c.n.NFATc1 reverse υȭ-tct cga gct act tgt cat cg-σȭ Biomers 

Trp53R172H forward υȭ-tag cca cca tgg ctt gag gtc tgc -σȭ Biomers 
 

Trp53R172H reverse υȭ-ctt gga gac ata gcc aca ctr -σȭ Biomers 

p53 flox Int 10 for υȭ-aag ggg tat gag gga caa gg-σȭ Biomers 
 

p53 flox Int 10 rev υȬ-gaa gac aga aaa ggg gag gg-σȬ Biomers 

p53 flox Int 10 for 

p53 flox Int1 rev 

υȭ-aag ggg tat gag gga caa gg-σȭ 

υȭ-agc aca tag gag gca gga c-σȭ 

Biomers 
 

Biomers 

Rosa26 forward υȭ-ggc gga tca caa gca ata at-σȭ Biomers 
 

Rosa26 reverse υȭ-gag tct tct ggg cag gct ta-σȭ Biomers 

3.6.4 miRNA-Primer  

Primer  Assay ID Hersteller  

hsa-miR-34a 000426 Applied Biosystems 
 

hsa-miR-200c 002300 Applied Biosystems 
 

U6 snRNA 001973 Applied Biosystems 
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3.7 Konstrukte  

3.7.1 siRNA-Konstrukte  

siRNA-Konstrukt  Sequenz Hersteller  

NFATc1 #3 υȭ-gcg uuu cac gua ccu ucc utt-σȭ Ambion 

p53 #2 υȭ-aca gcg ugg ugg uac cuu att -σȭ Ambion 

3.7.2 Mimics  

Mimics  Sequenz Hersteller  

miRNA-34a υȬ-ugg cag ugu cuu agc ugg uug u-σȬ Ambion 

miRNA-200c υȬ-uaa uac ugc cgg gua aug aug ga-σȬ Ambion 

3.7.3 Antagomir  

Antagomir  Sequenz Hersteller  

miRNA-34a υȬ-ugg cag ugu cuu agc ugg uug u-σȬ Ambion 

miRNA-200c υȬ-uaa uac ugc cgg gua aug aug ga-σȬ Ambion 

 

3.8 Labormaterialien  

Name  Hersteller  

96 Well für BrdU-Assay Perkin-Elmer 

Blottpapier Whatman Schleicher & Schüll 

Corning Platten Fisher Scientific GmbH 

Dako-Pen Dako 

Deckgläschen Menzel-Gläser 

Einwegnadeln, Spritzen Greiner-Bio-One 

Eppendorfgefäße (0,5ml, 1,5ml, 2ml)  Sarstedt, Eppendorf 

Glaswaren Schott 

Kryoröhrchen 2ml Greiner Bio-One 

Kultivierungsplatten (6 Wells)  Sarstedt 

Neubauerzählkammer Carl Roth GmbH 
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Name  Hersteller  

Nitrocellulosemembran  Schleicher & Schüll 

Objektträger Menzel-Gläser 

Ohrmarken A. Hartenstein 

Parafilm Greiner Bio-One 

Petrischale 3 cm, 10 cm, 20 cm  Thermo Scientific Nunc 

Pipetboy  Integra Biosciences 

Pipetten  

- ς ʈÌȟ ρπ ʈÌȟ ςπ ʈÌȟ ρππ ʈÌȟ ςππ ʈÌȟ ρπππ ʈÌ Discovery Comfort 

- 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Greiner Bio One 

Pipettenspitzen  

Weiß/gelb: Gilson Diamond 

Blau Greiner Bio One 

Platten für Bradfordproteinbestimmung Sarstedt 

Mikropistill  Carl Roth GmbH 

Multipipetten  Eppendorf 

Multipipettenaufsatz Eppendorf 

PCR-Platten Applied Biosystems 

Polypropylenröhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt 

Papier für UV-Licht-Entwickler  Mitsubishi Electric 

Skalpell Braun 

Spritzen Braun 

Spritzenfilter  Thermoscientific 

Zellkulturflasche (50ml, 250ml,500ml) Greiner-Bio-One 

Zellschaber Sarstedt 
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3.9 Laborgeräte  

Gerät Hersteller  

Autoklav Tuttnauer 

Brutschrank WTB Binder Hereaus Instruments 

ChemoCam Intas 

DLReadyTM Luminometer Berthold Technologies 

Eismaschine Ziegra Eis 

Einbettmaschine HistoSTAT Reichert-Jung 

Elektrophoresekammer Bio Rad 

Entwicklungsmaschine Curix 60 Agfa 

Feinwaage OHAUS 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Zeiss 

Gefriertruhe Heraeus Instruments 

Heizblock Techne AG 

Inkubator  Memmert 

Kühlschrank Liebherr 

Kühlzentrifuge Micro 200R Hettich Zentrifuge 

Mikroskop Olympus 

Mikrotom   RM 2155 Leica 

Mikrowelle  Whirlpool  

Multiscan FC Mikroplate Photometer Thermo Scientific 

Nano-Drop®-ND-1000 NanoDrop Technologies 

pH-Meter Mettler-Toledo 

Reagenzglasschüttler Reax2000 Heidolph Instruments 

Real-Time PCR 7500 Fast Applied Biosystems 

Real-Time PCR StepOnePlusTM Applied Biosystems 

Schüttler Bachofer 

Sonifier W 250-D Branson Digital Sonifier 

Sterilbank Herasafe Heraeus Instruments 

Stickstofftank Tec-Lab 

Thermal Cycler 2720 Applied Biosystems 
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Gerät Hersteller  

Thermal Cycler T100 BioRAD 

Thermomixer 5436 Eppendorf 

Trans-Blot-Kammer BioRad 

Trockenschrank Heraeus 

Überkopfschüttler REAX2 Heidolph Instruments 

UV-Scanner Kaiser 

Vakuum Concentrator Bachofer 

Vakuumpumpe PFEIFFER 

Video Graphic Printer SONY 

Videokamera Gel Print 1000i BioPhotonics 

Voltmeter für SDS-Gelelektrophorese BioRAD 

Wasserbad GFL® 

Zentrifugen  

PicofugeTM Stratagene 

Biofuge Pico Heraeus Instruments 

Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments 

Labofuge GL Heraeus Instruments 

Mikro 200R Hettich Zentrifugen 

Zentrifuge 5415C Eppendorf 

 

3.10 Software  

Programm  Hersteller  

Photoshop CS4 Adobe 

Axio Vision Rel. 4.6 Carl Zeiss 

ChemoStar Imager Intas 

Excel 2010 Microsoft® 

StepOneTM Software v2.3 Applied Biosystems 

Word 2010 Microsoft® 
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4 Methoden  

4.1 Generieren und Charakterisieren der transgenen KNP +/ -C-Maus 

4.1.1 Tierhaltung  

Die Mäuse wurden in einer konventionellen Tierhaltung in vollklimatisierten 

Räumen bei einer Temperatur von 22 °C ± 1 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 55 % ± 

10 % und einem zwölfstündigen Hell-/Dunkelzyklus gehalten und gezüchtet. Die 

Mitarbeiter trugen Einmalhandschuhe, Kopfhauben, Mundschutz und Hygiene-

Überschuhe. Alle Materialien wurden vor Verwendung im Tierbereich autoklaviert 

oder chemisch desinfiziert. Die Mäuse bekamen Holzspäne als Einstreu, 

Nistmaterial aus Zellstoff und erhielten eine Standarddiät für Mäuse sowie steril 

filtriertes  teilentmineralisiertes Wasser ad libitum. Die Hygieneüberwachung auf 

Krankheitserreger erfolgte durch zwölfwöchige Untersuchungen nach den 

Empfehlungen der FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science 

Associations). Zur Zucht der transgenen Mauslinie wurde jeweils ein Männchen 

mit zwei Weibchen verpaart. Nach 21 Tagen wurden die Jungtiere abgesetzt, nach 

Geschlechtern getrennt, mithilfe von Ohrmarken markiert und ein 

Mausschwanzbiopsat zur Genotypisierung gewonnen. Im Alter von sechs bis acht 

Wochen wurden geschlechtsreife Tiere des gewünschten Genotyps verpaart. 

4.1.2 Tierversuchsgenehmigung  

Die Tötung der Versuchstiere wurde durch eine Anzeige der Tötung von 

Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken nach § 4 (3) des Tierschutzgesetzes 

für das Jahr 2013 legitimiert. Die Tötung wurde nur von Mitarbeitern 

durchgeführt, welche die Sachkunde durch den FELASA B-Kurs erworben hatten. 

4.1.3 Versuchstiere  

Die transgene Mauslinie LSL-KrasG12D wurde erstmals von Jackson und Kollegen 

beschrieben und unserer Arbeitsgruppe von der AG Fendrich der Universität 

Marburg zur Verfügung gestellt (Jackson et al. 2001). Die p48-Cre-Mauslinie erhielt 

die Arbeitsgruppe ebenfalls von der AG Fendrich. Die p53-/ --Mauslinie wurde von 

der AG Stiewe der Universität Marburg zur Verfügung gestellt. Die Mauslinie 
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c.n.NFATc1 wurde von der AG Ellenrieder entworfen und durch Artemis 

Pharmaceuticals (Köln) generiert. 

4.1.4 Zucht und Kreuzung des transgenen Mausmodells KNP +/ -C 

Die Kreuzung zum Erhalt der transgenen KNP+/ -C-Maus erfolgte durch Inzucht 

nach dem folgenden Kreuzungsschema: 

K+/ - N+/+  x p53 fl/fl   

    

 K+/ - N+/ - p53 fl/wt  x K+/ - N+/ - p53 fl/wt   

     

 K+/ - N+/+ p53 fl/fl  x p48-Cre  

     

 K+/ - N+/ - p53 -/wt p48-Cre  

Abb. 10: Kreuzungsschema zum Erhalt der transgenen Maus mit dem Genotyp KNP +/ -C        

K+/ -: KrasG12D heterozygot, N+/+ : c.n.NFATc1 homozygot, N+/ -: c.n.NFATc1 heterozygot, p53fl/ fl: p53 flox 

homozygot, p53fl/wt : p53 flox heterozygot, p53-/wt : p53-knockout heterozygot. Mäuse mit dem 

Genotyp KrasG12D heterozygot; c.n.NFATc1 homozygot wurden mit dem Genotyp p53 flox 

homozygot gekreuzt. Die dabei mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % entstehenden Mäuse mit 

dem Genotyp K+/ - N+/ - p53fl/wt  wurden miteinander verpaart zum Erhalt des Genotyps K+/ - N+/+ 

p53fl/fl . Dieser wurde im finalen Schritt zur pankreasspezifischen Aktivierung der genetischen 

Veränderungen mit p48-Cre gekreuzt. 

Über mehrere Zwischenschritte wurden Mäuse mit dem Genotyp K+/ - N+/+ p53fl/fl  

generiert, welche im finalen Schritt zur Kreuzung mit Mäusen des Genotyps       

p48-Cre eingesetzt wurden. Erst durch die Rekombinase p48-Cre wurde die 

Transkription der genetisch veränderten Gene pankreasspezifisch aktiviert. Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind in Abb. 11 dargestellt. 
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Abb. 11: Aktivierung der genetischen Veränderung KrasG12D (A), c.n.NFATc1 (B) und p53ɝφ-10 

(C) durch die pankreasspezifische p48 -gekoppelte Cre -Rekombinase . (A) KrasG12D: LSL-

Konstrukt zwischen Transkriptionsstart und Exon 1 muss von p48-Cre-Rekombinase entfernt 

werden um Transkription zu gewährleisten. (B) c.n.NFATc1: LSL-Konstrukt in Intron 1 des Rosa26-

Lokus muss durch p48-Cre-Rekombinase entfernt werden um Transkription von NFATc1 und 

Rosa26 zu ermöglichen. (C) p53ɝφ-10: p48-Cre-Rekombinase erkennt loxP-Erkennungssequenz 

zwischen Intron 1 und 2 sowie 10 und 11 und entfernt die Introns 2-10. 

Ein Mausmodell mit einem LSL-KrasG12D-Allel, welches durch die p48-Cre-

Rekombinase aktiviert werden kann, wurde von Hingorani und Kollegen im Jahr 

2003 eingehend untersucht und beschrieben. Hierbei ist das Lox-Stop-Lox (LSL)-

Konstrukt zwischen dem Transkriptionsstart und Exon 1 des mutierten KrasG12D-

Gens lokalisiert, sodass die Transkription erst nach Entfernen des LSL-Konstruktes 

stattfinden kann. Die Mutation im Codon 12 von Exon 1 führt zu einem Austausch 

der Aminosäure Glycin durch Aspartat, was eine im menschlichen 

Pankreaskarzinom häufige onkogene Mutation darstellt (Hingorani et al. 2003). 

Der Mechanismus, durch welchen die Cre-Rekombinase zur Transkription des 

mutierten Kras-Allels führt ist in Abb. 11A dargestellt. Die pankreasspezifische 

konstitutive Aktivierung von NFATc1 (c.n.NFATc1 = constitutively nuclear NFATc1) 

wurde ebenfalls durch das Cre/loxP-System erreicht. Hierzu wurde das 

Genkonstrukt für c.n.NFATc1 sowie ein Hämagglutinin (HA)-Marker in das erste 

Intron des Genlokus Rosa26 eingebracht. Die Transkription konnte erst durch 

A B 

C 
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Entfernen des LSL-Konstruktes durch die p48-gekoppelte Cre-Rekombinase 

stattfinden (Abb. 11B) Auch der pankreasspezifische knock out von p53 erfolgte 

mithilfe des Cre-loxP-Systems. Hierzu waren zwischen den Introns 1 und 2 sowie 

10 und 11 loxP-Erkennungssequenzen für die Cre-Rekombinase lokalisiert. In 

Anwesenheit der p48-gekoppelten Cre-Rekombinase werden die Exons 2 ɀ 10 

entfernt, was zu einem pankreasspezifischen knock out von p53 führt (Abb. 11C). 

4.1.5 Gewinnen und Aufbereiten von Pankreastumorgewebe  

Bei deutlichen Zeichen des Leidens der Maus durch den Tumor, wie 

aufgetriebenem Abdomen, struppigem Fell und verminderter Aktivität wurde das 

Tier mittels zervikaler Dislokation geopfert. Direkt im Anschluss wurde der Tumor 

im Situs präpariert, entnommen und mit PBS gewaschen. Nach Zerkleinern des 

Tumors wurde ein Teil in Kryoröhrchen zunächst in flüssigen Stickstoff überführt 

und anschließend bei -80 °C konserviert. Ein weiterer Teil wurde über Nacht in 

Formaldehyd bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurde dem Gewebe durch die 

folgende aufsteigende Alkoholreihe Wasser entzogen: 

 2 h  70 %  Ethanol 

 1 h  80 %  Ethanol 

 2 h  96 % Ethanol 

 2 h            100 %  Ethanol 

Anschließend wurde das Gewebe mit Methylbenzoat versetzt und über Nacht 

inkubiert. Am Folgetag wurde das Gewebe für zwölf Minuten mit Xylol inkubiert, 

um anschließend in Paraffin überführt zu werden. Nach drei Waschschritten mit 

Paraffin im Abstand von ca. zwei Stunden wurde das Gewebe in dieses eingebettet. 

4.2 Histologische Methoden  

4.2.1 Fixieren von Pankreastumorgewebe auf Objektträgern  

Die den Tumor enthaltenden Paraffinblöcke wurden vor dem Schneiden mit dem 

Mikrotom bei -20 °C gekühlt. Das Schneiden erfolgte mit einem Mikrotom von 

Leica, dessen Klinge und Auffangbecken permanent mit 70%igem Ethanol benetzt 

waren. Die erzeugten Schnittpräparate mit einer Dicke von 4 µm wurden bis zur 

Entfaltung des Gewebes im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden die 
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Schnittpräparate auf Objektträgern fixiert und bis zum Trocknen in einem 

Trockenschrank inkubiert. 

4.2.2 HE-Färbung  

Zur histologischen Beurteilung der murinen Pankreastumore wurden die 

Schnittpräparate mittels Hämatoxylin-Eosin(HE)-Färbung angefärbt. Um die 

Schnittpräparate zu rehydrieren, wurde zunächst eine absteigende Alkoholreihe 

aufgeführt, beginnend mit einer fünfminütigen Inkubation in Roticlear zum 

Entfernen des Paraffins, gefolgt von jeweils dreiminütiger Inkubation in 99%-, 

96%-, 80%-, 70%-, 50%igem Ethanol. Anschließend wurden die Schnittpräparate 

für sieben Minuten in Hämalaun, einem basischen Farbstoff, welcher sämtliche 

sauren Bestandteile, allen voran den Zellkern blau anfärbt, inkubiert. Diese blaue 

Färbung wurde erst nach fünfminütigem Bläuen durch Spülen mit Wasser zum 

Erhöhen des pH-Wertes voll entfaltet. Im Anschluss an das Bläuen wurden die 

Gewebeschnitte für 30 Sekunden in Eosin, einem sauren Farbstoff, welcher die 

basischen Bestandteile und somit das Zytoplasma rot anfärbt, inkubiert. 

Anschließend wurde eine aufsteigende Alkoholreihe durchgeführt, um die 

gefärbten Schnitte wieder zu dehydrieren, wobei sie zuletzt dreimal für drei 

Minuten in Roticlear inkubiert und schließlich mithilfe von Rotimount 

eingedeckelt wurden. 

4.2.3 Immunhistochemische Färbung  

Um bestimmte Proteine der Gewebeschnitte anzufärben, wurden mithilfe 

spezifischer Antikörper immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Dies 

erfolgte durch die ABC (Avidin -Biotin-Complex)-Methode. Bei dieser Methode 

macht man sich die starke spezifische Wechselwirkung zwischen Biotin und 

Streptavidin zunutze. Die verwendeten Sekundärantikörper sind Biotin-gekoppelt, 

welches mit dem zugegebenen Streptavidin eine starke Bindung eingeht. An 

Streptavidin ist wiederum eine Peroxidase gekoppelt, welche durch Oxidation die 

Entstehung eines braunen Farbstoffs aus dem Substrat DAB katalysiert. Die ABC-

Methode wurde mithilfe des Vectastaitin®ABC-Kits durchgeführt. Zunächst wurde, 

wie bei der HE-Färbung, eine absteigende Alkoholreihe, beginnend mit 

fünfminütiger Inkubation in Roticlear, durchgeführt. Anschließend wurden die 

Gewebeschnitte für zehn Minuten in TE-Puffer gekocht. Nach 20minütigem 
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Abkühlen auf Eis und anschließendem Spülen mit destilliertem Wasser wurden die 

Gewebeschnitte für zehn Minuten mit 3%iger H2O2-Lösung zum Blockieren der 

endogenen Peroxidase inkubiert. Nach erneutem Spülen mit destilliertem Wasser 

und drei fünfminütigen Waschschritten mit PBST erfolgte die Blockierung 

unspezifischer Bindungen mit je 300 µl 10%iger BSA-Lösung pro Schnittpräparat 

für 60 Minuten bei Raumtemperatur. Die spezifischen Primärantikörper wurden 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Verdünnungen der Antikörper sind in Kapitel 3.5 

aufgelistet. Am nächsten Tag folgte nach drei fünfminütigen Waschschritten mit 

PBST zum Entfernen nicht gebundener Primärantikörper die Inkubation der 

biotinylierten Sekundärantikörper für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach drei 

weiteren fünfminütigen Waschschritten mit PBST zum Entfernen nicht 

gebundener Sekundärantikörper wurden die Schnittpräparate für 30 Minuten mit 

dem streptavidinhaltigen ABC-Komplex inkubiert. Wiederum nach drei 

fünfminütigen Waschschritten mit PBST erfolgte die Visualisierung mit dem 

Substrat DAB. Zur Gegenfärbung wurden die Gewebeschnitte für drei Minuten in 

Hämalaun inkubiert, für fünf Minuten gebläut und anschließend einer 

aufsteigenden Alkoholreihe bis hin zu Roticlear unterzogen um sie schließlich 

mithilfe von Rotimount einzudeckeln. 

4.3 Zellbiologische Methoden  

4.3.1 Zellkultur  

4.3.1.1 Kultivieren von Zellen  

Die adhärent wachsenden murinen und humanen Pankreaskarzinomzelllinien 

wurden in mit 20 ml Nährmedium befüllten Zellkulturflaschen kultiviert. Die 

Temperatur im Brutschrank betrug hierbei konstant 37 °C und der CO2-Gehalt 5 %. 

Das Nährmedium wurde alle zwei bis vier Tage gewechselt, indem das alte 

Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und neues Medium 

hinzugefügt wurde. 

4.3.1.2 Passagieren von Zellen 

Nach lichtmikroskopischer Beurteilung, wurden die Zellen bei Erreichen der 

gewünschten Zelldichte in eine neue Zellkulturflasche überführt. Das verbrauchte 

Medium wurde hierfür abgesaugt, die Zellen mit ca. 10 ml PBS gewaschen und mit 
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5 ml Trypsin-EDTA-Lösung für ca. fünf bis zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. 

Nachdem die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelöst vorlagen, wurde die 

Reaktion mithilfe von 10 ml Medium gestoppt, die Zellsuspension in ein 15 ml-

Röhrchen überführt und für drei Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der hierbei 

entstandene Überstand aus Nährmedium und Trypsinlösung wurde abgesaugt und 

das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden je nach 

Wachstumsgeschwindigkeit in unterschiedlicher Verdünnung in eine frische 

Zellkulturflasche überführt und kultiviert oder für Versuche verwendet. 

4.3.1.3 Kryokonservierung von Zellen  

Nach Zentrifugieren und Absaugen des Überstandes wurden die Zellen in je 1 ml 

Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoröhrchen überführt. Zunächst 

wurden sie für 24 ɀ 48 Stunden bei -80 °C gelagert, um sie später in flüssigem 

Stickstoff zu konservieren. Um konservierte Zellen wieder zur Verfügung zu 

stellen, wurden sie zunächst im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschließend 

in eine mit 10 ml Nährmedium gefüllte Zellkulturflasche überführt. Sobald die 

Zellen am Boden der Zellkulturflasche hafteten, wurde durch Wechseln des 

Mediums das Einfriermedium entfernt. 

4.3.1.4 Bestimmen der Zellzahl  

10 µl gründlich resuspendierter Zellen wurden in den Kapillarspalt einer 

Neubauer-Zählkammer überführt. Mithilfe des Lichtmikroskops wurde die Zellzahl 

in allen vier Quadraten der Zählkammer ausgezählt und deren Mittelwert gebildet. 

Durch Multiplikation des Ergebnisses mit 10.000 wurde der Zellgehalt in einem 

Milliliter bestimmt und je nach gewünschter Zellzahl die Verdünnung rechnerisch 

ermittelt.  

4.3.1.5 Gewinnen von Zellen aus Tumorgewebe  

Um Aussagen über die Regulationsmechanismen in vitro  treffen zu können, 

wurden Tumorzellen aus murinem Pankreastumorgewebe isoliert. Hierzu wurde 

zunächst ein 2 ɀ 3 mm großes Biopsat aus dem Tumor gewonnen und mithilfe 

eines Skalpells zerkleinert. Die zerkleinerte Gewebeprobe wurde für zehn Minuten 

in 10 ml Verdauungspuffer bei 37 °C inkubiert, in ein 50 ml-Röhrchen überführt 

und für fünf Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, 
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das Pellet in Verdauungspuffer resuspendiert, für weitere zehn Minuten bei 37 °C 

inkubiert und wiederum für fünf Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in Waschpuffer resuspendiert und die Zellsuspension durch ein 100 µm 

Zellsieb filtriert. Die Probe wurde für fünf Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, das 

Pellet in dem für murine Zelllinien verwendeten Medium (Kapitel 3.1) 

resuspendiert und in einer 10 cm Schale ausgesät. Am Folgetag sowie alle zwei bis 

drei Tage erfolgte ein Medienwechsel sowie die lichtmikroskopische Kontrolle.  

4.3.2 Behandeln von Zellen  

Das Behandeln der Zellen mit 1 µM Cyclosporin A (CsA) oder 0,05 bzw. 0,1 µg/ml 

Gemcitabine erfolgte nach Wechseln des Mediums bei einer Konfluenz von 70 ɀ

 80 % für 24 Stunden. 

4.3.3 Transfektion von Zellen  

4.3.3.1 Transfektion mit siRNA  

Für die Transfektion der Zellen mit gegen p53, NFATc1 oder Sox2 gerichteter 

siRNA (small interfering RNA) wurde das Transfektionsreagenz siLentFect 

verwendet. Die verwendeten Konstrukte sind in Kapitel 3.7 aufgelistet. 10 µl des 

gewünschten Konstrukts wurden mit 300 µl serum- und antibiotikafreiem 

Nährmedium inkubiert. Für die Kontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet. 

Gleichzeitig wurden pro Kondition 10 µl siLentFect mit 200 µl serum- und 

antibiotikafreiem Nährmedium inkubiert. Nach fünf Minuten wurden je 105 µl der 

siLentFect-Lösung zu Konstrukt- und Kontrolllösung gegeben und nach weiteren 

20 Minuten Inkubationszeit auf die Zellen mit einer Konfluenz von 70 %, von 

welchen zuvor das Medium gewechselt wurde, überführt. Nach 24-stündiger 

Inkubation wurden die Zellen weiterverarbeitet. 

4.3.3.2 Transfektion mit miRNA -Mimics und Antagomir  

Die Transfektion der Zellen mit miRNA-Mimics und Antagomir erfolgte 

gleichermaßen ÍÉÔÈÉÌÆÅ ÄÅÓ 4ÒÁÎÓÆÅËÔÉÏÎÓÒÅÁÇÅÎÚ ȵ,ÉÐÏÆÅÃÔÁÍÉÎȰȢ $ÉÅ 

verwendeten Konstrukte sind in Kapitel 3.7 aufgelistet. 6 µl des verwendeten 

Konstruktes wurden für fünf Minuten mit 250 µl serum- und antibiotikafreiem 

Medium inkubiert. Als Kontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet. 

Gleichzeitig wurden pro Kondition 12 µl Lipofectamin in 500 µl serum- und 


























































































































































































