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Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas zahlt zu den aggressivsten soliden Tumoren
und ist durch eine ausgepragte Resistenz gegeniuber Standardchemotherapeutika sowie
eine infauste Prognose gekennzeichnet. Detaillierte Untersuchungen der zugrunde lie-
genden Mechanismen beschreiben eine zentrale Rolle inflammatorischer Signalwege in
der Karzinogenese und Progression des Pankreaskarzinoms. In Vorarbeiten konnte un-
sere Arbeitsgruppe den inflammatorischen Transkriptionsfaktor NFATc1 als wichtiges
Onkogen in der Entziindungs-assoziierten Pankreaskarzinogenese identifizieren. Mole-
kulare Analysen in diversen in vitro und in vivo Modellen des Pankreaskarzinoms erga-
ben darlber hinaus, dass NFATc1 in einem hohen Prozentsatz humaner Pankreaskar-
zinome Uberexprimiert wird und funktionell mit dem inflammatorischen Transkriptions-
faktor STAT3 interagiert, um onkogene Gensignaturen wahrend der Progression des

Pankreaskarzinoms zu kontrollieren.

Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der NFATc1:STAT3-abhangigen Genregu-
lation genauer zu untersuchen und die Komplexbildung beider Partner an der DNA zu
charakterisieren. Weiterhin sollte die biologische Relevanz eines konditionalen STAT3-
Verlusts im Kontext einer pankreasspezifischen KRAS®2P- sowie NFATc1-Aktivierung

in einem transgenen Mausmodell in vivo analysiert werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten zeigen, dass die NFATcl-ab-
hangige transkriptionelle Regulation onkogener Gensignaturen die Bindung des Tran-
skriptionsfaktors an Enhancerregionen ausgewahlter Zielgene voraussetzt. Im Gegen-
satz dazu identifizierten ChlP-Analysen das NFATcl-Partnerprotein STAT3 an den je-
weiligen Promotoren NFATc1-kontrollierter Zielgene. Dartiber hinaus werden sowohl die
NFATc1-Bindung an dessen Zielgenen sowie deren transkriptionelle Aktivierung durch
NFATc1l maRgeblich von der Aktivitat des IL-6-STAT3-Signalwegs determiniert. Diese
Ergebnisse suggerieren eine Enhancer-Promotor-Loop-Formation als Mechanismus der

Transkriptionskontrolle onkogener Signaturen durch NFATc1:STAT3 Komplexe.

Um die biologische Relevanz dieser Interaktion in vivo zu untersuchen, wurde ein trans-
genes Mausmodell generiert, das zuséatzlich zu den konstitutiven Aktivierungen von
KRAS®'2P ynd NFATcl einen Verlust der STAT3-Expression im Pankreas aufweist.
Diese Mause zeigten entgegen der Erwartungen eine beschleunigte Pankreaskarzinom-

progression und eine deutlich verringerte mittlere Uberlebenszeit von nur 60 Tagen ge-
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genuber ihren Wurfgeschwistern ohne pankreasspezifischen STAT3-Verlust. Morpholo-
gisch waren die Pankreaskarzinome STAT3-defizienter Mause durch eine ausgepragte

Zunahme des stromalen Tumoranteils gekennzeichnet.

Diese Arbeit unterstreicht die onkogenen Funktionen von NFATc1 in der Karzinogenese
und Progression des Pankreaskarzinoms und identifiziert die Komplexbildung mit STAT3
als zentralen transkriptionellen Mechanismus fir die Kontrolle onkogener Gensignaturen
im inflammations-assoziierten Pankreaskarzinom. Trotz der Charakterisierung von
NFATc1 als vielversprechende Zielstruktur in der Behandlung des Pankreaskarzinoms
existieren bis dato keine therapeutischen Strategien, die eine spezifische pharmakologi-

sche Inhibition von NFATc1 in der Tumorzelle ermdglichen.

Vor dem Hintergrund erfolgsversprechender Daten einer aktuellen klinischen Studie zur
Inhibition des Jak/STAT3-Signalwegs in der Therapie des Pankreaskarzinoms und der
hier beschriebenen zentralen Funktion von STAT3 in der NFATcl-abhangigen Tran-
skriptionskontrolle erscheint die pharmakologische Inhibition des NFATcl-Partnerpro-
teins STAT3 ein vielversprechender indirekter therapeutischer Ansatz fur die Blockade
der NFATc1-vermittelten Tumorprogression zu sein. Die beschleunigte Tumorprogres-
sion im STAT3-defizienten in vivo Modell auf der Basis einer konstitutiven NFATc1-Akti-
vierung hingegen deutet darauf hin, dass eine Inhibition des Jak/STAT3-Signalwegs v.a.
in NFATc1-negativen Pankreaskarzinomen wirksam sein konnte und unterstreicht somit
die Notwendigkeit der molekularen Stratifizierung fur die Therapie dieser heterogenen

Tumorerkrankung.



Summary

The ductal adenocarcinoma of the pancreas is one of the most aggressive solid tumors
and known for both its resistance against common chemotherapeutics and its poor prog-
nosis. Detailed analysis of the mechanism that leads to the development of pancreatic
cancer have underlined the significance of inflammatory pathways in development and
progression of this malignancy. Existing data published by our group has identified
NFATcl as an important player in the inflammation-driven carcinogenesis of the pan-
creas. Furthermore, molecular analyses of both in vivo and in vitro models have shown
that NFATc1 is expressed in the majority of human pancreatic adenocarcinomas and
interacts with the inflammatory transcription factor STAT3. Together, they control the
expression of oncogenes during the progression of pancreatic cancer.

As a consequence, the aims of this thesis were not only to examine the detailed mech-
anisms of NFATc1:STAT3 dependent gene regulation, but also to scrutinize the biologi-
cal relevance of this oncogenic complex in a transgenic mouse model with a conditional
loss of STAT3 in the context of KRAS®!?P and NFATc1 activation in the pancreas.

The data published in this thesis show that the NFATc1 dependent transcriptional regu-
lation of oncogenic signatures is the consequence of an enhancer augmented binging of
NFATcl. In contrast to that, ChIP-analysis identified that the NFATc1 binding partner
STATS3 preferably binds to promoter regions of NFATc1 controlled target genes. Further-
more, both the NFATc1 binding to the target genes and their transcriptional activation
are strongly regulated by the Interleukin-6-STAT3-pathway. These results propose en-
hancer-promotor-loop-formation as a likely mechanism of NFATc1l:STAT3 dependent
transcriptional control of oncogene expression in pancreatic cancer.

To underline the biological significance of these findings in vivo, we created a transgenic
mouse model with constitutive activations of KRAS and NFATc1 and a loss of pancreatic
STATS3 expression. Surprisingly, these mice showed a more rapid pancreatic cancer pro-
gression and a median survival time of only 60 days compared to their littermates without
a pancreatic loss of STATS3.

Morphologically, the tumors of the STAT3 depriviant mice where hallmarked with a sig-
nificant increase in the proportion of tumor stroma.

The results presented here underline the oncogenic function of NFATc1 in pancreatic
cancer development and progression and identified complex formation with STAT3 as a
central transcriptional mechanism in the control of oncogenic gene signatures in inflam-

mation-induced pancreatic cancer. Despite of the identification of NFATc1 as a promis-



ing target in pancreatic cancer therapy, therapeutic strategies to pharmacologically in-
hibit NFATc1 activity in pancreatic cancer cells are missing. In the context of promising
clinical trials dealing with the inhibition of the JAK/STAT3 pathway in the therapy of pan-
creatic cancer and the herein described central role of STAT3 in NFATcl dependent
transcription, the pharmacological inhibition of the NFATcl binding partner STAT3
seems to be a promising indirect therapeutic target to block NFATc1 mediated pancreatic
cancer progression. Contrarily, the accelerated tumor progression in the STAT 3-deficient
mouse model in the setting of a constitutive NFATc1 activation suggests that the inhibi-
tion of the JAK/STATS3 pathway is only efficient in NFATcl-negative pancreatic cancers.
These finding underline the necessity of a molecular therapeutic stratification of pancre-

atic cancer patients.
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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 16.000 Menschen an einem duktalen Adenokar-
zinom des Pankreas (im Folgenden als Pankreaskarzinom bezeichnet), was einer Inzi-
denz von 9-14 pro 100.000 Einwohnern entspricht (Krebsdaten 2015). Das Pankreas-
karzinom betrifft in der Regel haufiger Manner und tritt vermehrt in Industrienationen auf;
das mediane Alter bei Diagnosestellung ist 71 Jahre (Ryan et al. 2014). In den USA ist
das Pankreaskarzinom 2011 sowohl bei Frauen als auch bei Mannern die vierthaufigste
krebsassoziierte Todesursache gewesen (Siegel et al. 2015). Wegen der ungtinstigen
Prognose und haufig spaten Diagnosestellung entspricht die Zahl der Neuerkrankungen
pro Jahr nahezu jener der Todesfalle. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag 2010 bei
nur 7 Prozent, was den niedrigsten Wert aller malignen Neoplasien in den USA darstellt
(Siegel et al. 2015). Das durchschnittliche Risiko, jemals im Leben am Pankreaskarzi-
nom zu erkranken, betragt in Deutschland geschlechterunspezifisch 1.6 % (Krebsdaten
2015). Aktuelle Studien gehen davon aus, dass das Pankreaskarzinom 2020 die zweit-

todlichste maligne Neoplasie in den USA sein wird (Garrido-Laguna & Hidalgo 2015).

Heute gilt als gesichert, dass Tabakexposition eine kausale Rolle in der Entstehung des
Pankreaskarzinoms darstellt und fiir 20-35% aller Pankreaskarzinom-Neuerkrankungen
verantwortlich ist, wobei das Risiko von Haufigkeit und Expositionsdauer abhangt
(Hassan et al. 2007). Weiterhin gilt es als gesichert, dass neben fortgeschrittenem Le-
bensalter und vererbbaren Faktoren auch Adipositas, Diabetes, hoher Alkoholkonsum
(>60 g/d) und chronische Pankreatitiden eine Rolle bei der Entstehung des Pankreas-
karzinoms spielen. Dariiber hinaus steigt das relative Risiko, an einem Pankreaskarzi-
nom zu erkranken, deutlich an, wenn ein Verwandter 1. Grades bereits daran erkrankt
war (Yeo 2015; Jacobs et al. 2010; Klein et al. 2004; Hassan et al. 2007).
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1.1.2 Diagnose und Therapie

Da das Pankreaskarzinom auch aufgrund der retroperitonealen Lage in friihen Stadien
keine oder nur sehr unspezifische kérperliche Symptome verursacht, erfolgt die Diagno-
sestellung haufig erst in einem fortgeschrittenen und damit nicht mehr resektablen Zu-
stand (Yeo 2015). Die Symptome, die zur Diagnose eines Pankreaskarzinoms fiihren,
sind abhangig von der Lokalisation des Tumors innerhalb des Pankreas (DiMagno
1999). Haufig zeigen sich unspezifische Symptome wie Kraftlosigkeit, Gewichtsverlust,
Bauchschmerzen und Fieber (Porta et al. 2005). Ein schmerzloser lkterus ist ein haufi-
ges Symptom von Tumoren, die im Bereich des Pankreaskopfes sitzen (Porta et al.
2005).

Die einzige kurative Therapie ist die radikale Resektion des Tumors (Garrido-Laguna &
Hidalgo 2015). Bereits Uiber 50% der Pankreaskarzinome weisen allerdings bei Diagno-
sestellung Fernmetastasen auf und sind dadurch nicht mehr resektabel (Siegel et al.
2015). Nach umfangreichen Staginguntersuchungen durch Bildgebungen wie CT, MRT
und/oder Endosonographie kommen schlussendlich nur 15-20% der Patienten flir eine
operative Resektion mit adjuvanter Chemotherapie in Frage (Konstantinidis et al. 2013;
Ryan et al. 2014). Bei bereits vorhanden Fernmetastasen oder Infiltraten in die Nachbar-
regionen ist eine Operation in der Regel nicht mehr mdglich und es bleibt nur noch der

palliative Ansatz aus Chemo- und evtl. Strahlentherapie (Neesse et al. 2014).

Die spate Diagnosestellung gepaart mit der aggressiven Tumorbiologie sowie friihen
Metastasierungstendenz des Pankreaskarzinoms erschweren eine adaquate Therapie
und verschlechtern die Prognose deutlich (Ryan et al. 2014; Ghaneh et al. 2008). Auf-
grund der haufigen Irresektabilitdt des Befundes haben neoadjuvante und palliative Che-
motherapien einen grofRen Stellenwert in der aktuellen Forschung eingenommen. Nach-
dem seit 1997 Gemcitabine die Standardtherapie fir das metastasierte Pankreaskarzi-
nom gewesen war, konnte in den letzten Jahren fir FOLFIRINOX (Oxaliplatin, Irinote-
can, Fluorouracil, Leucovorin) sowie Gemcitabine-nab-Paclitaxel ein signifikanter le-
bensverlangernder Effekt nachgewiesen werden (Conroy et al. 2011; Von Hoff et al.
2013). Trotzdem bleibt die Prognose mit einer mittleren Uberlebenszeit von 11.1 Mona-
ten bei FOLFIRINOX-Therapie oder 8.5 Monaten bei Gemcitabine-nab-Paclitaxel-The-
rapie weiterhin sehr schlecht (Conroy et al. 2011; Von Hoff et al. 2013). Die Rolle von
neoadjuvanter Chemotherapie wird aktuell beispielsweise noch im Rahmen der NEO-
PAC-Studie untersucht (Heinrich et al. 2011).
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Aktuell gibt es das Pankreaskarzinom betreffend noch keine effektiven Screeningunter-
suchungen, um diesen malignen Prozess friihzeitig genug zu detektieren (Becker 2014).
Im Gegensatz zu anderen Karzinomtypen hat sich auch gezeigt, dass eine Chemopra-
vention mit ASS nicht wirksam ist (Cook et al. 2005).

1.2 Molekularbiologische und histologische
Grundlagen des Pankreaskarzinoms

Ahnlich wie bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms geht man heute davon aus,
dass auch der Entstehung des Pankreaskarzinoms ein mehrstufiges Geschehen zu-
grunde liegt. Die haufigsten Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms machen die pan-
creatic intraepithelial neoplasias (PanINs) aus; deutlich seltener dagegen sind die intra-
ductal pancreatic mucinous neoplasias (IPMNs) (Koorstra et al. 2008; Hruban, Maitra,
Schulick, et al. 2008). Die PanINs entwickeln sich aus den azinaren Zellen des Pankreas
Uber eine azinar-duktale Metaplasie (ADM). Die verschiedenen Stadien der PanINs be-
zeichnen dabei eine intraepitheliale Neoplasie mit flachen Epithelhyperplasien ohne Aty-
pien (PanIN-1A) sowie papillare Hyperplasien ohne Atypien (PanIN-1b) oder mit Atypien
(PanIN-2). Im weiteren Transformationsprozess kann es dann entweder zur Entstehung
eines Carcinomas in situ (PanIN 3), aber auch zur Entwicklung eines invasiven Pankre-

askarzinoms, kommen (Abb.1) (Koorstra et al. 2008).

nestin Telomere shortening ————  p/6/CDNK2A ————= T
KRAS2

Abbildung 1: Modell der genetischen und histologischen Progression im Pankreaskarzi-
nom. Beginnend links mit einer physiologischen azinaren Pankreaszelle (links) bis zum invasi-
ven Pankreaskarzinom (rechts) (Hruban, Maitra & Goggins 2008).
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Die molekularbiologische Grundlagen des Pankreaskarzinoms sind aktuell noch ein in-
tensiver Gegenstand der Forschung. In Giber 99 Prozent der Falle I&sst sich eine aktivie-
rende Mutation des Onkogens KRAS nachweisen (Kanda et al. 2012; Waddell et al.
2015), was dadurch die friheste und gleichzeitig auch haufigste genetische Verénde-
rung im Rahmen der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist (Hruban, Maitra, Schulick,
et al. 2008). Die haufigste Mutation ist ein Austausch von Glycin durch Aspartat auf Co-
don 12, was zu einer konstitutiv aktiven Form der KRAS-GTPase fuhrt (Collins et al.
2012). Die Relevanz dieser Mutation fir die Entstehung sowie die Aufrechterhaltung des
Pankreaskarzinoms wurde vielfach in genetisch modifizierten Mausmodellen durch die
gezielte Aktivierung von KRAS®?P im embryonalen Pankreasgewebe gezeigt. Durch
diese Aktivierung kann es zuerst zur Entstehung von PanlIN-Vorlauferlasionen kommen
sowie im weiteren Verlauf, durch weitere tumorférdernde genetische oder Umwelt-asso-

Ziierte Ereignisse ein invasives Pankreaskarzinom entstehen (Qiu & Su 2013).

Diese Mutation alleine ist allerdings in der Regel nicht ausreichend fir die Entstehung
eines invasiven Karzinoms. Vielmehr werden weitere genetische Veranderungen oder
Signale aus der Tumorumgebung benétigt, um eine Tumorentstehung sowie Progres-
sion zum invasiven Karzinom zu ermdglichen. Zu diesen zusétzlichen Veranderungen
gehoren beispielsweise die Inaktivierungen verschiedener Tumorsuppressorgene (z.B.
pl6 oder p53) (Xie et al. 2006; Matsuda et al. 2015; Hezel et al. 2006).

1.3 Entzindung und Karzinom

Die chronische Pankreatitis, eine anhaltende Entziindung des Pankreas, wurde als ein
signifikanter Risikofaktor fur die Entstehung des Pankreaskarzinoms identifiziert (Jura et
al. 2005; Duell et al. 2012). Aktuelle Arbeiten an genetisch veranderten Mausmodellen
weisen aul3erdem darauf hin, dass die Induktion einer Entziindung im Pankreasgewebe
zusammen mit einer KRAS®?P-Mutation zu einer beschleunigten Entstehung von
PanIN-Lé&sionen und in der Folge auch zu einer schnelleren Entstehung eines invasiven
Pankreaskarzinoms fuhrt (Guerra et al. 2015; Baumgart et al. 2014). Fur die Behandlung
des invasiven Pankreaskarzinoms beim Menschen ergeben sich aus diesen Erkenntnis-
sen zwei mogliche Ziele: Das erstere und logische Ziel, die gezielte medikamentdse
Therapie des aktivierten KRAS®?P-Signalwegs, erscheint nach aktuellem Forschungs-

stand als nahezu unmdglich (H. Singh et al. 2015; Cox et al. 2014). Daher gilt es als
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priméares Ziel der Forschung, Interaktionspartner der KRAS®?P vermittelten und Inflam-
mations-getriggerten Karzinogenese zu finden und deren Therapierbarkeit zu untersu-

chen.

1.4 Der nukleare Faktor aktivierter T-Zellen (NEFAT)

Da die pankreasspezifische Mutation von KRAS in der Regel nicht fur die Entstehung
des Pankreaskarzinoms ausreichend ist, wird neben den bekannten Mutationen wie p53
oder p16™%4nach weiteren tumorfordernden Faktoren gesucht (Becker 2014; Ghaneh et
al. 2008; Hezel et al. 2006). Der nukledre Faktor aktivierter T-Zellen, kurz NFAT, wurde
1988 erstmals als induzierbarer Faktor in aktivierten T-Zellen beschrieben (Shaw et al.
1988). Die verschiedenen Mitglieder der NFAT-Familie sind in nahezu jeder Zelle zu
finden und erfillen eine Reihe wichtiger regulatorischer Funktionen innerhalb verschie-
denster Zelltypen, beispielsweise in der Regulation von T-Zellen oder zur weiteren Dif-
ferenzierung von Herzmuskelzellen (Crabtree & Olson 2015; Hogan et al. 2003; Mancini
& Toker 2009).

Die NFAT-Familie umfasst finf Mitglieder: NFAT1 (auch als NFATc2 bekannt), NFAT2
(NFATcl1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (c3) und NFAT5 (Mancini & Toker 2009). Aul3er
NFATS werden alle Isoformen durch einen Calciumeinstrom in die Zelle aktiviert
(Aramburu et al. 2006). Diese Calcium-sensitiven NFAT-Isoformen sind im inaktiven Zu-
stand im Zytoplasma phosphoryliert. Durch einen Calciuminflux in die Zelle werden die
NFAT-Isoformen durch Calcineurin dephosphoryliert und kénnen so in den Zellkern
translozieren. Im Nucleus kdnnen NFAT Proteine alleine oder durch Interaktion mit ver-
schiedenen Partnern die Transkription verschiedenster Zielgene aktivieren oder hem-
men (Abb. 2) (Luo et al. 1996; Mancini & Toker 2009; Konig, Fernandez-Zapico, et al.
2010).

Aktuelle Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet schreiben NFAT eine wichtige Rolle in
der Karzinogenese unterschiedlicher Tumorentitaten zu. Es konnte gezeigt werden,
dass verschiedene NFAT-Isoformen sowohl in soliden als auch in hAmatologischen Tu-
moren Uberexprimiert sind und dort verschiedene Zellfunktionen wie invasives Wachs-
tum, Differenzierung oder auch Apoptose des Tumors beeinflussen kdnnen (Tripathi et
al. 2014; Remo et al. 2015; Zhang et al. 2015; Medyouf et al. 2007; Kaunisto et al. 2015).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der NFAT-Signalkaskade. NFAT1-4 wird durch ei-
nen Calciumeinstrom in die Zelle durch Calcineurin dephosphoryliert und kann durch diese Mo-
difikation in den Zellkern translozieren, um anschlieRend transkriptionell aktiv zu werden. Modifi-
ziert und vereinfacht (Luo et al. 1996; Mancini & Toker 2009; Buchholz & Ellenrieder 2007; Konig,
Fernandez-Zapico, et al. 2010).

1.5 Die Rolle von NFAT im Pankreaskarzinom

Seit der Erstbeschreibung der NFAT-Familie 1988 ist auch die Rolle der einzelnen
NFAT-Isoformen in der Entstehung verschiedener Malignitdten ein Gegenstand der For-
schung (Mancini & Toker 2009; Arlt et al. 2012). In unserer Arbeitsgruppe setzen wir uns
seit vielen Jahren intensiv mit der Rolle von NFATc1 in der Entstehung des Pankreas-
karzinoms auseinander. Obwohl NFATc1 in gesunden menschlichen und murinen Pan-
kreaszellen nicht exprimiert wird, konnten wir in unserer Arbeitsgruppe nachweisen,
dass NFATc1 in Pankreatitis-assoziierten Pankreaskarzinomen stark aktiviert vorliegt
und damit eine entscheidende Rolle in der Inflammations-getriggerten Karzinogenese
spielt (Baumgart et al. 2013; Konig, Fernandez-Zapico, et al. 2010; Buchholz &
Ellenrieder 2007; Buchholz et al. 2006; Chen et al. 2015). Um diese Entdeckungen im
transgenen Mausmodell zu bestatigen, wurde ein Mausmodell generiert, welches gleich-

zeitig eine Aktivierung von NFATc1 sowie eine KRAS®12P-Mutation tragt. Diese transge-
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nen Mause entwickelten nach 8 Wochen nicht nur deutlich vermehrt und weiter fortge-
schrittene PanIN-L&sionen (Tab. 1), sondern zeigten im Vergleich zu Tieren mit alleini-
ger pankreasspezifischer KRAS®2P-Mutation eine erhdhte Tumorinzidenz (Baumgart et
al. 2014). Nach 36 Wochen hatten alle Mause dieses Genotyps ein invasives Pankreas-
karzinom entwickelt. Folglich war die mittlere Uberlebenszeit dieser Mause deutlich ver-
ringert im Vergleich zu den Artgenossen, die eine alleinige KRAS®?P-Mutation trugen

(Abb. 3) (Baumgart et al. 2014).

KRAS®2P KRASC2D; NFATc1™t
PanIN 1 10 % 45 %
PanIN 2 5 % 25 0
PanIN 3 0% 15 %

Tabelle 1 - Anzahl der verschiedenen PanIN-Lasionen nach 8 Wochen im Vergleich (Baumgart
et al. 2014).

150 =

c.n.NFATc1;Kras®'?°;PDX1-Cre
c.n.NFATc1;Kras®'?°;P48-Cre
c.n.NFATc1;P48/PDX1-Cre
Kras®'??;P48/PDX1-Cre

FHEL

100 =

% Survival

50 =

7 . ;
n=234 Median survival

. , 161d
Median survival p < 0,0001
140 d
p < 0,0001
0 T T T 1
0 100 200 300 400 days

Abbildung 3: Uberlebenskurve verschiedener Mausgenotypen nach Kaplan-Meier. Darstel-
lung des Uberlebens von Pdx1/p48-Cre; KRASG12D; NFATc1-M&usen verglichen mit Pdx1/p48-
Cre; KRAS®12D und Pdx1/p48-Cre; NFATc1-Mausen (Baumgart et al. 2014).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die alleinige Aktivierung von NFATc1 im Maus-
modell ohne KRAS®12P-Mutation nicht zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms fiihrt
(Abb.3) (Baumgart et al. 2014). Folglich geht man davon aus, dass die NFATc1 vermit-
telte Entziindungsreaktion allein nicht zur Entstehung eines invasiven Karzinom aus-
reicht, aber Uber ein Zusammenspiel mit einer KRAS®2°-Mutation zu selbigem fiihren
kann (Baumgart et al. 2014). Diese Erkenntnis deckt sich mit vorherigen Arbeiten, die
die gleichzeitige Expression sowohl von NFATc1 als auch von KRAS®*?Pin der Mehrzahl

der menschlichen Pankreaskarzinome beschreibt (Buchholz et al. 2006).

Um den Mechanismus der NFATcl-vermittelten Karzinogenese weiter zu untersuchen,
wurden Tumorzelllinien aus den KRAS®2P; NFATc1*"-Tumoren generiert. NFATc1-ab-
hangige genomweite Expressionsanal ysen

Transducer and Acti v atSIAT3) al§ neldes BFATA-Zielgen i

(Baumgart et al. 2014).

1.6 Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 (STAT3)

Der JAK-STAT-Signalweg (Januskinase-signal transducer and activator of transcription)
wird durch eine Vielzahl verschiedenster Zytokine, Hormone oder Wachstumsfaktoren
aktiviert (Darnell 1997). Die verschiedenen JAK-Proteine (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2)
dienen der Phosphorylierung der STAT-Proteine, was zur Dimerisierung derselben und
damit zu deren Aktivierung und Translokation in den Zellkern fuhrt. Zur STAT-Familie
gehdren nach heutigem Kenntnisstand die Proteine STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATS5A, STATSB und STAT6( O6 Shea et al . 2013)

Wahrend STAT2, STAT4 und STAT6 besonders in der Immunregulation eine wichtige
Rolle spielen und vor allem fur die Entwicklung von T-Zellen verantwortlich sind, hat sich
in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass STAT5A, STAT5B und besonders STAT3 eine
essentielle Rolle in der Entstehung verschiedener Neoplasien spielen, da sie wichtige
Zelleigenschaften wie Zellzyklusregulation und Apoptose steuern und beeinflussen kdn-
nen (Migone et al. 1995; Darnell 1997; Koskela et al. 2012; Siveen et al. 2014). In der
Erforschung der molekularbiologischen Grundlagen verschiedener Neoplasien hat

STAT3 von allen Mitgliedern der STAT-Familie die grof3te Aufmerksamkeit bekommen.
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Der Signal Transducer and Activator of Transcription 3, kurz STAT3, wurde erstmals als
von Interleukin-6 induzierbarer sowie DNA-bindender Faktor in Hepatozyten beschrie-
ben (Akira et al. 1994). Wahrend STAT3 eine wichtige Rolle in vielen physiologischen
Prozessen wie Zellentwicklung und Differenzierung spielt, kann die abnormale Expres-
sion von STAT3 nicht nur onkogene Wirkungen haben, sondern auch zu verschiedenen
immunologischen Krankheitshildern, beispielsweise SCID (severe combined immunode-
ficiency syndrome) oder das Hyper-IgE-Syndroms, fihren ( O6 Sh e a et

Casanova et al. 2012).

1.6.1 Der JAK-STATS3 Signalweg

Der JAK2-STAT3-Signalweg (Abb. 4) kann durch verschiedene Liganden aktiviert wer-
den, eine besondere Rolle spielt hier allerdings Interleukin-6. Durch die Bindung an In-
terleukin-6-Rezeptoren wird die Phosphorylierung und Dimerisierung von gp130 ermdg-
licht. Dadurch kommt es ebenfalls zur Dimerisierung und Phosphorylierung der gp130-
assoziierten Januskinasen (JAK). Anschlie3end wird zytoplasmatisches STAT3 rekru-
tiert und ebenfalls phosphoryliert. Diese Phosphorylierung findet am Tyrosin 705 (Y705)
statt und ermoglicht die Dimerisierung der phosphorylierten STAT3-Monomere. Das
STAT3-Dimer transloziert anschlieRend in den Nukleus der Zelle. Dort induziert STAT3
je nach Zelltyp die Transkription pro-proliferativer, anti-apoptotischer sowie verschiede-
ner immunologischer Gene (Wang et al. 2011; Siveen et al. 2014; Grivennikov & Karin
2010).

al

20
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Abbildung 4: JAK-STAT3-Signalweg. Interleukin-6 bindet am Rezeptor, was zur Phosphorylie-
rung und Dimerisierung von gp130 fuhrt und folglich zur Dimerisierung und Phosphorylierung der
gp130- assoziierten Januskinasen (JAK). Dadurch wird zytoplasmatisches STATS3 rekrutiert und
am Tyrosin 705 (Y705) ebenfalls phosphoryliert, was die Dimerisierung derselben ermdglicht.
Das STAT3-Dimer wandert anschliel3end in den Nukleus der Zelle und kann dann transkriptionell
aktiv werden. Darstellung vereinfacht und modifiziert (Corcoran et al. 2011; Yu et al. 2009).

1.6.2 Die Rolle von STAT3 in Neoplasien

Die ersten Hinweise auf eine Rolle in der Entstehung und dem Progress von Neoplasien
von STAT3 leitete sich aus der Entdeckung ab, dass STAT3 bei Patienten mit verschie-
denen Malignitaten Uberexprimiert wird (Yu et al. 1995; Migone et al. 1995). STATS3 spielt
nicht nur eine entscheidende Rolle in der Entstehung einiger hdamatologischer Tumoren
und ist beispielsweise in 40% der Large Granular Lymphocyte Leukamien (T-LGL-Leu-

kamie) Uberexprimiert, sondern es konnte auch gezeigt werden, dass STAT3 in soliden
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Tumoren wie Magen- oder Kolonkarzinom tUberaktiviert wird (Koskela et al. 2012; Yu et
al. 2009; Grivennikov & Karin 2010; Bromberg 2002).

1.6.3 Die Rolle von STAT3 im Pankreaskarzinom

Im gesunden Pankreasgewebe liegt STAT3 in der Regel als inaktive, nicht am Tyrosin
705 phosphorylierte, Variante vor. Wahrend der normalen Entwicklung des Pankreas ist
der STAT3-Signalweg inaktiv und wird auch nicht fir die regelgerechte Funktion des
Pankreas bendtigt. Dies konnte in transgenen Mausen mit konditionaler STAT3-Inakti-
vierung gezeigt werden (Lee & Hennighausen 2005). Verschiedene Arbeiten aber haben
gezeigt, dass in 30-100% der humanen Pankreaskarzinome ein konstitutiv aktiviertes
STAT3 (pSTAT3Y7%), messbar durch die Phosphorylierung an Tyrosin 705, exprimiert
wird (Toyonaga et al. 2003; Scholz et al. 2003) und dass STAT3 in der inflammations-
getriggerten Pankreaskarzinogenese eine wichtige Rolle spielt (Lesina et al. 2011,
Fukuda et al. 2011; Baumgart et al. 2014). Auch wenn die Mechanismen, die zur Entste-
hung von PanlINs fuihren, noch nicht eindeutig verstanden sind, lasst sich bereits darstel-
len, dass STAT3 ebenfalls eine wichtige Rolle in der azinar-duktalen Metaplasie (ADM)
sowie in der Entstehung von PanINs spielt, da ein STAT3-Knockout bei gleichzeitiger
KRAS Aktivierung zu einer deutlich verlangsamten Entstehung von ADMs und PanINs
fhrt (Corcoran et al. 2011; Lesina et al. 2011).

1.7 NFEATcl1l und STAT3 im Pankreaskarzinom

Aufgrund der beschriebenen onkogenen Funktionen von NFATc1 und STAT3 in der In-
flammations-getriggerten Pankreaskarzinogenese untersuchte unsere Arbeitsgruppe
die Interaktion von NFATc1 und STAT3 in der Entstehung und der Progression des Pan-
kreaskarzinoms. Die Analyse der KRAS®'?°; NFATc1*"-Tumoren verglichen mit den
KRAS®2D-Wurfgeschwistern ergab eine deutlich erhdhte STAT3-Aktivitat in Ersteren
(Abb. 5) (Baumgart et al. 2014). In humanen Pankreaskarzinomen wiesen 86,7%
(131/151) der NFATcl-positiven Pankreaskarzinome auch eine nukleare Expression
von pSTAT3 auf (Abb. 6), was eine funktionelle Kooperation beider Transkriptionsfakto-
ren in der Entstehung und Progression des Pankreaskarzinoms suggeriert (Baumgart et
al. 2014).
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Abbildung 5: STAT3 ist in transgenen p48-Cre; KRAS®?P; NFATc1-Mausen tberexprimert.
Vergleich der STAT3mRNA-Expression in Lysaten aus Pankreata von p48-Cre;KRASG12D;
NFATc1*"t und p48-Cre;KRASG120-Mausen (Baumgart et al. 2014).

Nukleares NFATc1 Nukleares pSTAT3
(n=215) (NFATc1 pos. n=151)

Negativ Positiv Negativ Positiv
64/215 151/215 20/151 131/151
298% 70.2 % 13.3% 86.7 %

Abbildung 6: Statistische Illustration der Expression von nukledrem NFATc1l sowie der
nukledren Expression von pSTAT3 bei NFATcl-positiven Mausen durch Tissue
Microarray. (TMA, n = 215 Patienten mit Pankreaskarzinom), neu gelayoutet und Ubersetzt

(Baumgart et al. 2014).
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1.8 Die Interaktion von NFATc1 und STAT3 am
Genom

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten eine biochemische und funktionelle Interak-
tion von NFATc1 und STATS3 in der Pankreaskarzinogenese und Progression. In genom-
weiten Bindungsstudien (ChIP-Seq) in primaren Pankreaskarzinomzellen aus NKC-
Mausen (KRASC?P: NFATc1*™: p48(Pdx1)-Cre, im weiteren Verlauf NKC-Zellen ge-
nannt) in der Anwesenheit und Abwesenheit von STAT3 wurden STAT3-abhanggie
NFATcl1-Zielgene identifiziert (Baumgart et al. 2014). Von den insgesamt 1798 NFAT-
Peaks zeigten etwa Zweidrittel eine Reduktion der NFATc1-Bindung nach STAT3-Ver-
lust (Abb.7). Diese Daten weisen auf eine enge funktionelle Kooperation der NFATc1-

und STATS3-Signalwege im Pankreaskarzinom hin (Baumgart et al. 2014).

NFATc1-Bindungsstellen in KNC-Zellen

M Reguliert von STAT3 M Nicht reguliert von STAT3

1219 579

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 7: ChlP-seg-Analyse ergibt eine STAT3-abhangige DNA-Bindung von NFATcl
in 1219 von 1798 Fallen (67.8%). Neu gelayoutet und tbersetzt (Baumgart et al. 2014).

Weiterhin wurde im Rahmen der ChIP-Seq auch die Distanz der NFATc1-Bindung zu
den Startpunkten der Transkription untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass NFATcl
primar an Stellen am Genom bindet, die sich zwischen 50-500 Basenpaaren distal oder
proximal des Transkriptionsstarts (TSS) befinden (Abb. 8) (Baumgart et al. 2014).
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Abbildung 8: NFATc1 bindet vermehrt distal des Startorts der Transkription (TSS). Die
Grafik zeigt, dass die NFATc1-Peaks vermehrt an Stellen zwischen 50 und 500 Basenpaare
entfernt des Startorts der Transkription liegen. Dabei konnen diese Peaks sowohl vor der Tran-
skriptionssequenz, nach der Transkriptionssequenz oder innerhalb derselben liegen (Baumgart
et al. 2014).

1.9 Enhancer und Promotorregionen

Nur ein geringer Prozentsatz, etwa 1-2 Prozent, des menschlichen Genoms werden
transkribiert. Ein signifikanter Anteil der DNA hat regulatorische Funktionen inne und
beeinflusst die Transkriptionsaktivitat benachbarter oder weiter entfernt liegender Gen-
signaturen (Elgar & Vavouri 2008). Eine Gruppe dieser wichtigen regulatorischen Se-
guenzen sind die Enhancer. Bei einem Enhancer handelt es sich um einen Genabschnitt,
der durch Transkriptionsfaktoren und andere Proteine gebunden und aktiviert werden
kann und konsekutiv durch distale Regulationsmechanismen wie Loop-Formationen die
Transkription eines Zielgens fordern kann (Ong & Corces 2012; Creyghton et al. 2010).
Dabei liegt die Enhancerregion nicht zwangslaufig vor dem Promotor des Zielgens, son-
dern in der Regel innerhalb proximaler oder distaler Intronregionen (Ong & Corces 2012;
Creyghton et al. 2010).
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Enhancerregionen zeichnen sich jedoch nicht durch eine spezifische DNA-Sequenz aus,
sondern unterscheiden sich vom Rest des Genoms durch spezifische Histonmodifikati-
onen. Als Histon bezeichnet man basische Proteine, die als Bestandteil des Verpa-
ckungssystems fir eukaryotische DNA fungieren und maRgeblich die transkriptionelle
Aktivitat eines Genabschnitts bestimmen. Dabei sind im verpackten Zustand 147 DNA-
Basenpaare um ein Histon-Oktamer gewickelt, welches aus jeweils zwei Kopien der His-
tone H2A, H2B, H3 und