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Zusammenfassung 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas zählt zu den aggressivsten soliden Tumoren 

und ist durch eine ausgeprägte Resistenz gegenüber 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 Entzündungs-assoziierten Pankreaskarzinogenese identifizieren. Mole-

kulare Analysen in diversen in vitro und in vivo Modellen des Pankreaskarzinoms erga-

ben darüber hinaus, dass NFATc1 in einem hohen Prozentsatz humaner Pankreaskar-

zinome überexprimiert wird und funktionell mit dem inflammatorischen Transkriptions-

faktor STAT3 interagiert, um onkogene Gensignaturen während der Progression des 

Pankreaskarzinoms zu kontrollieren. 

Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der  NFATc1:STAT3-abhängigen 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 KRASG12D- sowie NFATc1-Aktivierung 

in einem transgenen Mausmodell in vivo analysiert werden. 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten zeigen, dass die NFATc1-ab-

hängige transkriptionelle Regulation onkogener Gensignaturen die Bindung des Tran-

skriptionsfaktors an Enhancerregionen ausgewählter Zielgene voraussetzt. Im Gegen-

satz dazu identifizierten ChIP-Analysen das NFATc1-Partnerprotein STAT3 an den je-

weiligen Promotoren NFATc1-kontrollierter Zielgene. Darüber hinaus werden sowohl die 

NFATc1-Bindung an dessen Zielgenen sowie deren transkriptionelle Aktivierung durch 

NFATc1 maßgeblich von der Aktivität 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 zusätzlich zu den konstitutiven Aktivierungen von 

KRASG12D und NFATc1 einen Verlust der STAT3-Expression im Pankreas aufweist. 

Diese Mäuse zeigten entgegen der Erwartungen eine beschleunigte Pankreaskarzinom-

progression und eine deutlich verringerte mittlere Überlebenszeit von nur 60 Tagen ge-
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genüber ihren Wurfgeschwistern ohne pankreasspezifischen STAT3-Verlust. Morpholo-

gisch waren die Pankreaskarzinome STAT3-defizienter Mäuse durch eine ausgeprägte 

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 für 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 ermöglichen.  

 

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 NFATc1-abhängigen Tran-

skriptionskontrolle erscheint die pharmakologische Inhibition des NFATc1-Partnerpro-

teins STAT3 ein vielversprechender indirekter therapeutischer Ansatz für 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 könnte und unterstreicht somit 

die Notwendigkeit der molekularen Stratifizierung für die Therapie dieser heterogenen 

Tumorerkrankung. 
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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 

NFATc1 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 KRASG12D 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 

NFATc1. In contrast to that, ChIP-analysis identified that the NFATc1 binding partner 

STAT3 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 NFATc1: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 

STAT3 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 STAT3.  

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-
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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 NFATc1 dependent 

transcription, the pharmacological inhibition of the NFATc1 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 STAT3-deficient 

mouse model in the setting of a constitutive NFATc1 activation suggests that the inhibi-

tion of the JAK/STAT3 pathway is only efficient in NFATc1-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 jährlich 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 häufiger Männer 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 Männern die vierthäufigste 

krebsassoziierte Todesursache gewesen (Siegel et al. 2015). Wegen der ungünstigen 

Prognose und häufig späten Diagnosestellung entspricht die Zahl der Neuerkrankungen 

pro Jahr nahezu jener der Todesfälle. Die relative 5-Jahres-Überlebensrate 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, beträgt in Deutschland geschlechterunspezifisch 1.6 % (Krebsdaten 

2015). Aktuelle Studien gehen davon aus, dass das Pankreaskarzinom 2020 die zweit-

tödlichste 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 für 20-35% aller Pankreaskarzinom-Neuerkrankungen 

verantwortlich ist, wobei das Risiko von Häufigkeit und Expositionsdauer abhängt 

(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. Darüber 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 frühen Stadien 

keine oder nur sehr unspezifische körperliche Symptome verursacht, erfolgt die Diagno-

sestellung häufig erst in einem fortgeschrittenen und damit nicht mehr resektablen Zu-

stand (Yeo 2015). Die Symptome, die zur Diagnose eines Pankreaskarzinoms führen, 

sind abhängig von der Lokalisation des Tumors innerhalb des Pankreas (DiMagno 

1999). Häufig zeigen sich unspezifische Symptome wie Kraftlosigkeit, Gewichtsverlust, 

Bauchschmerzen und Fieber (Porta et al. 2005). Ein schmerzloser Ikterus ist ein häufi-

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 über 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 für 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 möglich und es bleibt nur noch der 

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

Die späte Diagnosestellung gepaart mit der aggressiven Tumorbiologie sowie frühen 

Metastasierungstendenz des Pankreaskarzinoms erschweren eine adäquate Therapie 

und verschlechtern die Prognose deutlich (Ryan et al. 2014; Ghaneh et al. 2008). Auf-

grund der häufigen Irresektabilität des Befundes haben neoadjuvante und palliative Che-

motherapien einen großen Stellenwert in der aktuellen Forschung eingenommen. Nach-

dem seit 1997 Gemcitabine die Standardtherapie für das metastasierte Pankreaskarzi-

nom gewesen war, konnte in den letzten Jahren für FOLFIRINOX (Oxaliplatin, Irinote-

can, Fluorouracil, Leucovorin) sowie Gemcitabine-nab-Paclitaxel ein signifikanter le-

bensverlängernder Effekt nachgewiesen werden (Conroy et al. 2011; Von Hoff et al. 

2013). Trotzdem bleibt die Prognose mit einer mittleren Überlebenszeit 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 frühzeitig genug zu detektieren (Becker 2014). 

Im Gegensatz zu anderen Karzinomtypen hat sich auch gezeigt, dass eine Chemoprä-

vention mit ASS nicht wirksam ist (Cook et al. 2005). 

1.2 Molekularbiologische und histologische 

Grundlagen des Pankreaskarzinoms 

Ähnlich 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 häufigsten Vorläuferläsionen 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 azinären Zellen des Pankreas 

über eine azinär-duktale Metaplasie (ADM). Die verschiedenen Stadien der PanINs be-

zeichnen dabei eine intraepitheliale Neoplasie mit flachen Epithelhyperplasien ohne Aty-

pien (PanIN-1A) sowie papilläre 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).  

 

Abbildung 1: Modell der genetischen und histologischen Progression im Pankreaskarzi-

nom. Beginnend links mit einer physiologischen azinären 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 über 99 Prozent der Fälle lässt sich eine aktivie-

rende Mutation des Onkogens KRAS nachweisen (Kanda et al. 2012; Waddell et al. 

2015), was dadurch die früheste und gleichzeitig auch häufigste genetische Verände-

rung im Rahmen der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist (Hruban, Maitra, Schulick, 

et al. 2008). Die häufigste Mutation ist ein Austausch von Glycin durch Aspartat auf Co-

don 12, was zu einer konstitutiv aktiven Form der KRAS-GTPase führt (Collins et al. 

2012). Die Relevanz dieser Mutation für die Entstehung sowie die Aufrechterhaltung des 

Pankreaskarzinoms wurde vielfach in genetisch modifizierten Mausmodellen durch die 

gezielte Aktivierung von KRASG12D im embryonalen Pankreasgewebe gezeigt. Durch 

diese Aktivierung kann es zuerst zur Entstehung von PanIN-Vorläuferläsionen kommen 

sowie im weiteren Verlauf, durch weitere tumorfördernde genetische oder Umwelt-asso-

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

Diese Mutation alleine ist allerdings in der Regel nicht ausreichend für die Entstehung 

eines invasiven Karzinoms. Vielmehr werden weitere genetische Veränderungen oder 

Signale aus der Tumorumgebung benötigt, um eine Tumorentstehung sowie Progres-

sion zum invasiven Karzinom zu ermöglichen. Zu diesen zusätzlichen Veränderungen 

gehören beispielsweise die Inaktivierungen verschiedener Tumorsuppressorgene (z.B. 

p16 oder p53) (Xie et al. 2006; Matsuda et al. 2015; Hezel et al. 2006).  

1.3 Entzündung und Karzinom 

Die chronische Pankreatitis, eine anhaltende Entzündung des Pankreas, wurde als ein 

signifikanter Risikofaktor für die Entstehung des Pankreaskarzinoms identifiziert (Jura et 

al. 2005; Duell et al. 2012). Aktuelle Arbeiten an genetisch veränderten Mausmodellen 

weisen außerdem darauf hin, dass die Induktion einer Entzündung im Pankreasgewebe 

zusammen mit einer KRASG12D-Mutation zu einer beschleunigten Entstehung von  

PanIN-Läsionen und in der Folge auch zu einer schnelleren Entstehung eines invasiven 

Pankreaskarzinoms führt (Guerra et al. 2015; Baumgart et al. 2014). Für die Behandlung 

des invasiven Pankreaskarzinoms beim Menschen ergeben sich aus diesen Erkenntnis-

sen zwei mögliche Ziele: Das erstere und logische Ziel, die gezielte medikamentöse 

Therapie des aktivierten KRASG12D-Signalwegs, erscheint nach aktuellem Forschungs-

stand als nahezu unmöglich (H. Singh et al. 2015; Cox et al. 2014). Daher gilt es als 
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primäres Ziel der Forschung, Interaktionspartner der KRASG12D vermittelten und Inflam-

mations-getriggerten Karzinogenese zu finden und deren Therapierbarkeit zu untersu-

chen.  

1.4 Der nukleäre Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT) 

Da die pankreasspezifische Mutation von KRAS in der Regel nicht für die Entstehung 

des Pankreaskarzinoms ausreichend ist, wird neben den bekannten Mutationen wie p53 

oder p16INK4 nach weiteren tumorfördernden Faktoren gesucht (Becker 2014; Ghaneh et 

al. 2008; Hezel et al. 2006). Der nukleäre 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 erfüllen 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 fünf Mitglieder:  NFAT1 (auch als NFATc2 bekannt), NFAT2 

(NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (c3) und NFAT5 (Mancini & Toker 2009). Außer 

NFAT5 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 können so in den Zellkern 

translozieren. Im Nucleus können 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; König, Fernandez-Zapico, et al. 

2010).  

Aktuelle Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet schreiben NFAT eine wichtige Rolle in 

der Karzinogenese unterschiedlicher Tumorentitäten zu. Es konnte gezeigt werden, 

dass verschiedene NFAT-Isoformen sowohl in soliden als auch in hämatologischen Tu-

moren überexprimiert sind und dort verschiedene Zellfunktionen wie invasives Wachs-

tum, Differenzierung oder auch Apoptose des Tumors beeinflussen können (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 anschließend transkriptionell aktiv zu werden. Modifi-

ziert und vereinfacht (Luo et al. 1996; Mancini & Toker 2009; Buchholz & Ellenrieder 2007; König, 

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 Malignitäten 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; König, Fernandez-Zapico, et al. 2010; Buchholz & 

Ellenrieder 2007; Buchholz et al. 2006; Chen et al. 2015). Um diese Entdeckungen im 

transgenen Mausmodell zu bestätigen, wurde ein Mausmodell generiert, welches gleich-

zeitig eine Aktivierung von NFATc1 sowie eine KRASG12D-Mutation trägt. Diese transge-
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nen Mäuse entwickelten nach 8 Wochen nicht nur deutlich vermehrt und weiter fortge-

schrittene PanIN-Läsionen (Tab. 1), sondern zeigten im Vergleich  zu Tieren mit alleini-

ger pankreasspezifischer KRASG12D-Mutation eine erhöhte Tumorinzidenz (Baumgart et 

al. 2014). Nach 36 Wochen hatten alle Mäuse dieses Genotyps ein invasives Pankreas-

karzinom entwickelt. Folglich war die mittlere Überlebenszeit dieser Mäuse deutlich ver-

ringert im Vergleich zu den Artgenossen, die eine alleinige KRASG12D-Mutation trugen 

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

 

 KRASG12D KRASG12D; NFATc1+/wt 

PanIN 1 10 % 45 % 

PanIN 2 5 % 25 % 

PanIN 3 0 % 15 % 

Tabelle 1 - Anzahl der verschiedenen PanIN-Läsionen nach 8 Wochen im Vergleich (Baumgart 

et al. 2014). 

 

Abbildung 3: Überlebenskurve verschiedener Mausgenotypen nach Kaplan-Meier. Darstel-

lung des Überlebens von Pdx1/p48-Cre; KRASG12D; NFATc1-Mäusen verglichen mit Pdx1/p48-

Cre; KRASG12D und Pdx1/p48-Cre; NFATc1-Mäusen (Baumgart et al. 2014). 
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die alleinige Aktivierung von NFATc1 im Maus-

modell ohne KRASG12D-Mutation nicht zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms führt 

(Abb.3) (Baumgart et al. 2014). Folglich geht man davon aus, dass die NFATc1 vermit-

telte Entzündungsreaktion allein nicht zur Entstehung eines invasiven Karzinom aus-

reicht, aber über ein Zusammenspiel mit einer KRASG12D-Mutation zu selbigem führen 

kann (Baumgart et al. 2014). Diese Erkenntnis deckt sich mit vorherigen Arbeiten, die 

die gleichzeitige Expression sowohl von NFATc1 als auch von KRASG12D in der Mehrzahl 

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

Um den Mechanismus der NFATc1-vermittelten Karzinogenese weiter zu untersuchen, 

wurden Tumorzelllinien aus den KRASG12D; NFATc1+/wt-Tumoren generiert. NFATc1-ab-

hªngige genomweite Expressionsanalysen in diesen Zellen identifizierten den ĂSignal 

Transducer and Activator of Transcription 3ñ (STAT3) als neues NFATc1-Zielgen 

(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 führt. Zur STAT-Familie 

gehören nach heutigem Kenntnisstand die Proteine STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 

STAT5A, STAT5B und STAT6 (OôShea et al. 2013).  

Während STAT2, STAT4 und STAT6 besonders in der Immunregulation eine wichtige 

Rolle spielen und vor allem für 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 kön-

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 größte 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). Während 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 Krankheitsbildern, beispielsweise SCID (severe combined immunode-

ficiency syndrome) oder das Hyper-IgE-Syndroms, führen (OôShea et al. 2013; 

Casanova et al. 2012).  

1.6.1 Der JAK-STAT3 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 ermög-

licht. Dadurch kommt es ebenfalls zur Dimerisierung und Phosphorylierung der gp130-

assoziierten Januskinasen (JAK). Anschließend wird zytoplasmatisches STAT3 rekru-

tiert und ebenfalls phosphoryliert. Diese Phosphorylierung findet am Tyrosin 705 (Y705) 

statt und ermöglicht die Dimerisierung der phosphorylierten STAT3-Monomere. Das 

STAT3-Dimer transloziert anschließend 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).  
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Abbildung 4: JAK-STAT3-Signalweg. Interleukin-6 bindet am Rezeptor, was zur Phosphorylie-

rung und Dimerisierung von gp130 führt und folglich zur Dimerisierung und Phosphorylierung der 

gp130- assoziierten Januskinasen (JAK). Dadurch wird zytoplasmatisches STAT3 rekrutiert und 

am Tyrosin 705 (Y705) ebenfalls phosphoryliert, was die Dimerisierung derselben ermöglicht. 

Das STAT3-Dimer wandert anschließend 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 Malignitäten überexprimiert wird (Yu et al. 1995; Migone et al. 1995). STAT3 spielt 

nicht nur eine entscheidende Rolle in der Entstehung einiger hämatologischer Tumoren 

und ist beispielsweise in 40% der Large Granular Lymphocyte Leukämien (T-LGL-Leu-

kämie) überexprimiert, sondern es konnte auch gezeigt werden, dass STAT3 in soliden 
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Tumoren wie Magen- oder Kolonkarzinom überaktiviert 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. Während der normalen Entwicklung des Pankreas ist 

der STAT3-Signalweg inaktiv und wird auch nicht für die regelgerechte Funktion des 

Pankreas benötigt. Dies konnte in  transgenen Mäusen 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 (pSTAT3Y705), 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 PanINs führen, noch nicht eindeutig verstanden sind, lässt sich bereits darstel-

len, dass STAT3 ebenfalls eine wichtige Rolle in der azinär-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 

führt (Corcoran et al. 2011; Lesina et al. 2011).  

1.7 NFATc1 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 KRASG12D; NFATc1+/wt-Tumoren verglichen mit den 

KRASG12D-Wurfgeschwistern ergab eine deutlich erhöhte STAT3-Aktivität in Ersteren 

(Abb. 5) (Baumgart et al. 2014). In humanen Pankreaskarzinomen wiesen 86,7% 

(131/151) der NFATc1-positiven Pankreaskarzinome auch eine nukleäre 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; KRASG12D; NFATc1-Mäusen überexprimert. 

Vergleich der STAT3mRNA-Expression in Lysaten aus Pankreata von p48-Cre;KRASG12D; 

NFATc1+/wt und p48-Cre;KRASG12D-Mäusen (Baumgart et al. 2014). 

 

Abbildung 6: Statistische Illustration der Expression von nukleärem NFATc1 sowie der 

nukleären Expression von pSTAT3 bei NFATc1-positiven Mäusen durch Tissue 

Microarray. (TMA, n = 215 Patienten mit Pankreaskarzinom), neu gelayoutet und übersetzt 

(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 STAT3 in der Pankreaskarzinogenese und Progression. In genom-

weiten Bindungsstudien (ChIP-Seq) in primären Pankreaskarzinomzellen aus NKC-

Mäusen (KRASG12D; NFATc1+/wt; p48(Pdx1)-Cre, im weiteren Verlauf NKC-Zellen ge-

nannt) in der Anwesenheit und Abwesenheit von STAT3 wurden STAT3-abhänggie 

NFATc1-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 STAT3-Signalwege im Pankreaskarzinom hin (Baumgart et al. 2014). 

 

 

Abbildung 7: ChIP-seq-Analyse ergibt eine STAT3-abhängige DNA-Bindung von NFATc1 

in 1219 von 1798 Fällen (67.8%). Neu gelayoutet und übersetzt (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 NFATc1 

primär 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 können 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 Transkriptionsaktivität benachbarter oder weiter entfernt liegender Gen-

signaturen (Elgar & Vavouri 2008). Eine Gruppe dieser wichtigen regulatorischen Se-

quenzen 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  fördern kann (Ong & Corces 2012; Creyghton et al. 2010). 

Dabei liegt die Enhancerregion nicht zwangsläufig 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 für eukaryotische DNA fungieren und maßgeblich die transkriptionelle 

Aktivität 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 H4 besteht (Luger et al. 1997). Posttranslationale Modikationen 

an diesen Histonen determinieren verschiedene strukturelle und funktionale Chromatin-

konformationen (Strahl & Allis 2000). Während einige Histonmodifikationen eine offene 

Chromatinstruktur (Euchromatin) ermöglichen, die es der Transkriptionsmaschinerie er-

laubt, DNA zu binden, bewirken andere Modifikationen hingegen  eine Kondensation des 

Chromatins und somit eine transkriptionelle Repression der lokalen Gensignatur (Strahl 

& Allis 2000). Die Zusammensetzung verschiedener Histonmodifikationen im Bereich 

eines Genabschnitts wird als Histon-Code bezeichnet und bestimmt in ihrer Gesamtheit 

den Aktivitätsgrad seiner Transkription (Strahl & Allis 2000; Biterge & Schneider 2014). 

Auch im Bereich der Enhancerregionen finden sich Histonmodifikationen, die auf den 

Aktivitätsgrad des Enhancers schließen lassen (Creyghton et al. 2010). Enhancerregio-

nen zeichnen sich durch eine Mono- oder Dimethylierung von Histon 3 an Lysin 4 

(H3K4me1/me2) sowie eine Trimethylierung von Histon 3 an Lysin 27 (H3K27me3), wel-

che man allerdings auch an Promotoren findet, aus (Ong & Corces 2012; Creyghton et 

al. 2010). Wird die Enhancerregion aktiviert, so führt dies zu einer Acetylierung von His-

ton 3 an Lysin 27 (H3K27ac), beispielsweise durch die Acetyltransferase p300. Dadurch 

entsteht eine offene Chromatinstruktur, die die RNA-Polymerase II dazu befähigt, am 

Transkriptionsstart zu binden und die Transkription zu initiieren (Abb. 9 & Abb. 10) 

(Baumgart et al. 2014; Creyghton et al. 2010; Herz et al. 2014; Ong & Corces 2012). 

Um nach der Bindung an einem Enhancer die Genregulation zu beeinflussen, benötigt 

es einer Interaktion mit dem Promotor des Zielgens, der direkt vor dem Transkriptions-

start sitzt. Aktive Promotorregionen zeichnen sich durch die häufige Histonmodifikation 

H3K4me3 aus (Abb. 9 & Abb. 10) (Baumgart et al. 2014; Creyghton et al. 2010; Herz et 

al. 2014; Ong & Corces 2012).  
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Abbildung 9: Schematische Darstellung inaktiver Enhancer und Promotor. Es findet keine 

Transkription durch die RNA-Polymerase II (RNAPII) statt; Me: Methylierung, modifiziert, verein-

facht und übersetzt (Ong & Corces 2012). 

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung aktiver Enhancer und Promotor. Es findet Tran-

skription durch die RNA-Polymerase II (RNAPII) statt, Me: Methylierung, Ac: Acetylierung, modi-

fiziert, vereinfacht und übersetzt (Ong & Corces 2012). 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Patienten mit der Diagnose eines Pankreaskarzinoms haben in der Regel eine sehr 

schlechte Prognose (Krebsdaten 2015). Besonders die Grundlagen der Entstehung des 

Pankreaskarzinoms sind noch nicht ausreichend erforscht. Zahlreiche Arbeiten haben 

bis zu diesem Zeitpunkt gezeigt, dass sowohl STAT3 als auch NFATc1 früh in der Pan-

kreaskarzinogenese exprimiert werden und auch in der weiteren Progression des Pan-

kreaskarzinoms wichtige onkogene Funktionen kontrollieren (Buchholz et al. 2006; 

Mancini & Toker 2009; Shou et al. 2015; Siveen et al. 2014). Vorherige Arbeiten unserer 

Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass NFAT mit anderen onkogenen Transkriptionsfakto-

ren, beispielsweise auch STAT3, interagiert und mit diesen DNA-bindende Komplexe 

bildet (Buchholz & Ellenrieder 2007; Baumgart et al. 2014; König, Fernandez-Zapico, et 

al. 2010). 

Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, zu untersuchen, wie und wo NFATc1 und STAT3 

im Pankreaskarzinom interagieren und welchen Einfluss dies auf die weitere Progres-

sion dieser Neoplasie hat. Dabei soll besonders folgenden Fragestellungen nachgegan-

gen werden: 

 

¶ Wo binden NFATc1 und STAT3 am Genom und welche Auswirkungen haben 

diese verschiedenen Bindungen auf die Transkription ausgewählter gemeinsa-

mer onkogener Zielgene? 

¶ Wie kontrollieren NFATc1 und STAT3 ihre DNA-Bindungen gegenseitig? Unter-

liegt die STAT3/NFATc1-abhängige Genregulation im Pankreaskarzinom der 

Kontrolle des IL-6-Signalwegs? 

¶ Welchen Einfluss hat der transgene Verlust von STAT3 auf die NFATc1-abhän-

gige Pankreaskarzinogenese und Pankreaskarzinomprogression in vivo? 
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3 Material 

3.1 Laborgeräte 

 

Gerät Hersteller 

5100 Cryo 1ÁC Freezing Container ĂMr. 

Frostyò 

Nalgene Labware (Wiesbaden) 

Autoklav Stiefenhofer (München) 

Bakterienschüttler New Brunswick Scientific (Edison, USA) 

Brutschrank  Haraeus Instruments (Dreieich) 

DL ReadyTM Luminometer Berthold Technologies (Bad Wildbad) 

Einbettstation Reichert-Jung 

Eismaschine Ziegra (Isernhagen) 

Elektrophoresekammer Thermo Scientific (Dreieich) 

Feinwaage  

Mettler AE163 

Precision Plus 

 

Mettler-Tolede GmbH (Gießen) 

Ohaus (New Jersey, USA) 

Finnpipette Thermo Scientific (Dreieich) 

Gasbrenner Labogaz 470 Campingaz (Moskau, Russland) 

Geldokumentationssystem  

Gel Print 1000i 

 

Intas ChemoCam 

 

BioPhotonics Corporation (East Lansing, 

Michigan, USA) 

Intas (Göttingen) 

Inkubator Memmert (Bäch, Schweiz) 

Laborautoklav Tuttnauer 3850 EL Tuttnauer (Breda, Niederlande) 

Magnetrührer MR 2000 Heidolph Instruments (Schwabach) 

Markerstift, Super PAP Pen Life Technologies (Darmstadt) 

Mikroskop Zeiss (Oberkochen) 

Mikroskopkamera, DFC 290 Leica (Wetzlar) 
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Gerät Hersteller 

Mikrotiterplattenphotometer Multiskan FC Thermo Scientific (Dreieich) 

Mikrotom Leica 

Multiskan FC Microplate Photometer Thermo Scientific (Dreieich) 

NanoDrop 1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, 

USA 

Paraffinspender/Ausgießstation Reichert-Jung 

Paraffinstreckbad Medax (Kiel) 

pH-Meter 761 Calimatic Knick (Berlin) 

Pipetten Discovery (Langenfeld) 

Gilson (Limburg) 

Power Supply 

PowerPac Basic 

Feathervolt 500 

Power 300 

 

 

Bio-Rad (München) 

Fischer-Scientific (Schwerte) 

Stratagene (Heidelberg) 

Präparationsbesteck Isolab (Wertheim) 

Real-time PCR Maschine 

7500 Fast Real-Time PCR System 

StepOnePlus 

 

Applied Biosystems (Dreieich) 

Applied Biosystems (Dreieich) 

Schüttelplatte KS 250 Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Stickstofftank Tec-Iab (Idstein) 

Thermoblöcke 

Digi-Block 

Thermoblock Dri-Block DB2 

Thermomixer 5436 

 

Vertrieb durch NeoLab, Heidelberg 

Techne AG (Jahnsdorf) 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Thermocycler2720 Thermal Cycler 

T100 Thermal Cycler 

Life Sciences Solution (Carlsbad, USA) 

Bio-Rad (München) 

 

Überkopfschüttler REAX2 Heidolph Instruments (Schwabach) 
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Gerät Hersteller 

Vortexgeräte  

REAX 2000 

MS2 Minishaker 

 

Heidolph Instruments (Schwabach) 

IKA (Staufen) 

Wärmeplatte für Objektträger  Medax (Kiel)  

Wasserbad Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Western Blot Kammer 

Mini-PROTEAN Tetra System 

 

Biorad (München) 

Zählkammer (Hämozytometer)  

Neubauer improved 

 

Vertrieb durch Carl Roth (Karlsruhe) 

Zentrifugen 

 

Picofuge 

Biofuge Pico 

Megafuge 1.0R 

Labofuge GL 

Multifuge 3SR+ 

MIkro 200R 

Centrifuge 5415 C 

 

 

Stratagene (Heidelberg) 

Heraeus Instruments (Dreieich) 

Heraeus Instruments (Dreieich) 

Heraeus Instruments (Dreieich) 

Heraeus Instruments (Dreieich) 

Hettich (Tuttlingen) 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Tabelle 2 - Laborgeräte 
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3.2 Materialien 

Materialien Firma 

2ml Kryoröhrchen  Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Deckgläschen Menzel-Gläser (Braunschweig) 

Einbettringe Microm International (Walldorf) 

Einwegnadeln, Spritzen  Greiner-Bio-One (Frickenhausen) 

Geltaschenkamm  Thermo Scientific (Dreieich) 

Glaswaren Schott (Mainz) 

Kultivierungsplatten  Thermo Scientific Nunc (Langenselbold) 

Mikrotomklingen R35 A. Hartenstein (Würzburg) 

Nitrocellulosemembran Schleicher & Schüll (Dassel) 

Objektträger Menzel-Gläser (Braunschweig) 

Objektträger, SuperFrost Plus Menzel-Gläser (Braunschweig) 

Ohrmarken A. Hartenstein (Würzburg) 

Ohrmarkenzange A. Hartenstein (Würzburg) 

Parafilm Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Petrischale 3 cm, 10 cm, 20 cm  Thermo Scientific Nunc (Langenselbold) 

Pipetten 

- 2 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl  

- 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml 

 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Sarstedt (Nürnberg) 

Pipettenspitzen Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Polypropylengefäße (15ml, 50ml) Greiner-Bio-One (Frickenhausen) 

Reaktionsgefäße (0.5ml,1.5ml,2 ml) Sarstedt (Nürnbrecht),  

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 

Whatman Gel Blotting Papier Schleicher & Schüll (Dassel) 

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

Zellkulturschale (60mm, 90mm) Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Zellschaber Sarstedt (Nürnbrecht) 

Tabelle 3 ï Materialien 
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3.3 Chemikalien 

 

Chemikalien Firma 

4´,6-Diamidin-2´-Phenylindol-Dihydroch-

lorid (DAPI) 

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 

Agar Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Agarose   Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Albumin, from bovine serum (BSA) Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Ammoniumpersulfat (APS)  Merck (Darmstadt) 

Aqua dest. (steril), Aqua ad iniectabilia Fresenius Kabi AG (Bad Homburg) 

Borsäure Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Bromophenolblau Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)  

Citrat Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Complete Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 

Desoxy-Nukleotidtriphosphate (dNTPs) Fermentas GmbH (St. Leon-Roth) 

Diaminbenzidin (DAB) Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Invitrogene (Karlsruhe) 

Dulbecco´s PBS (1x) 

 

PAA Laboratories GmbH (Pasching, 

Österreich) 

DTT (Dithiothreitol) Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Eosin-Lösung Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Ethanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Ethanol (vergällt, absolut) Otto Fischar GmbH & Co KG  

(Saarbrücken) 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Ethylenglykolbis(aminoethylether)- 

tetraessigsäure (EGTA) 

 

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 
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Chemikalien Firma 

Formaldehyd Carlo Roth GmbH (Karlsruhe) 

Glycerin (87%) Carlo Roth GmbH (Karlsruhe) 

Glycin Carlo Roth GmbH (Karlsruhe) 

Hämalaun, sauer nach Mayer Waldeck GmbH & Co. (Münster) 

HEPES Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Interleukin 6 Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Kälberserumalbumin Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Lithiumchlorid  Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Magnesiumchlorid  Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Methanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Midori Green Nippon Genetics Europe GmbH (Düren) 

Milchpulver SIGMA (Deisenhofen) 

Natriumbicarbonat Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Natriumdeoxycholat  Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Natronlauge Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

NP40 Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Passive Lyse Puffer für Reporter Assay Promega (Madison, USA) 

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Roche Molecular Diagnostics  

(Mannheim) 

Ponceaurot Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Proteaseinhibitor-Tabletten (Complete 

mini) 

Roche Molecular Diagnostics  

(Mannheim) 

Protein A-Agarose Upstate (Schwalbach) 

Protein G-Agarose Upstate (Schwalbach) 

Proteinase K (20mg/ml) Upstate (Schwalbach) 

Rnase freies Wasser Ambion (Chaedle, UK) 

Roticlear Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
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Chemikalien Firma 

Salmon Sperm Invitrogen (Karlsruhe) 

Salzsäure Merck (Darmstadt) 

SiLentFect BioRad (München) 

ß-Mercaptoethanol Invitrogen (Karlsruhe) 

Stop-and-glow-Puffer Promega (Mannheim) 

Stop-and-glow-Substrat Promega (Mannheim) 

Streptavidin-Agarose-Beads Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

SYBR® Green Applied Biosystems (Darmstadt) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Tris Base (0,2M, 0,25M, 1,5M) Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)  

Trypsin EDTA PAA Laboratories GmbH (Pasching, Ös-

terreich) 

Triton-X-100  Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

TRIS Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Tween®20 Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

Western Lightning Plus-ECL Perkin Elmer (USA) 

Xylenes (Xylol) Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

Tabelle 4 ï Chemikalien 
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3.4 Standards, Kultivierungsmedien und Zusätze 

Name  Hersteller 

Gene Ruler Ê 100/1000bp ladder Fermentas GmbH (St.Leon-Roth) 

PageRuler Ê Prestained Fermentas GmbH (St.Leon-Roth) 

1x PBS  Gibco, Invitrogen (Karlsruhe) 

1x Trypsin/EDTA  Gibco, Invitrogen (Karlsruhe) 

Dulbeccoôs modified minimal essential 

medium (DMEM) 

Gibco, Invitrogen (Karlsruhe) 

 

Fetales Kälberserum (FCS) Gibco, Invitrogen (Karlsruhe) 

Penicilin/Streptomycin Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 

DNase I incubation buffer New England Biolabs (Frankfurt/Main) 

DNase I (RNase free) New England Biolabs (Frankfurt/Main) 

Tabelle 5 - Standards, Kultivierungsmedien und Zusätze 

3.5 Kits 

 

Name Hersteller 

Dual Luciferase Reporter Assay Kit Promega (Mannheim) 

NucleoSpin® Plasmid Machery-Nagel GmbH (Düren) 

Omniscript ® Reverse Transriptase Kit Qiagen (Hilden) 

PCR purification kit Qiagen (HIden) 

Plasmid Maxi Kit   Qiagen (Hilden) 

Picrosirius Red Stain Kit Abcam (Cambridge, Großbritannien) 

pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector 

Systems 

Promega (Mannheim) 

Tabelle 6 - Kits 
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3.6 Vektoren und Konstrukte 

 

Vektor/Konstrukt Detailinformation  

MSCV-caNFATc1 Insert: caNFATc1 

Vektor: MSCV-GFP 

Clipstone, N.A. 

RCAN1  Insert: RCAN1 Promotor 

Vektor: pGL3basic 

Reportergen: Luciferase 

Dundee cell products 

RCAN1 + enhanc. NFATmut 

 

Insert: RCAN1 Promotor + enhancer 26 

NFATmut 

Vektor: pGL3basic 

Reportergen: Luciferase 

Dundee cell products 

RCAN1 + enhanc.  RCAN1 Promotor Insert: RCAN1 Promotor + enhancer 26 

Vektor: pGL3basic 

Reportergen: Luciferase 

Dundee cell products 

pCMV2C Primer: T3;T7 

Tag: Flag 

Stratagene 

STAT3 f.I. Vektor: PEF6-V5 

Tag: V5 

Referenz: J Biol Chem. 2008 November 

7; 283(45): 30725-30734, A.R. Brasier 
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Vektor/Konstrukt Detailinformation  

wt STAT3 Referenz: Mapping of STAT3 serine 

phosphorylation to a single 

residue (727) and evidence that serine 

phosphorylation has no influence 

on DNA binding of Stat1 and STAT3.  

Nucleic Acids Res. 1997;25:2062ï7 

STAT3 Y705F Referenz: Mapping of STAT3 serine 

phosphorylation to a single 

residue (727) and evidence that serine 

phosphorylation has no influence 

on DNA binding of Stat1 and STAT3.  

Nucleic Acids Res. 1997;25:2062ï7 

Tabelle 7 - Vektoren und Konstrukte 

3.7 Enzyme 

 

Enzym Hersteller 

EcoRI New England Biolabs (Frankfurt/Main) 

Oligo-dT-Primer Applied Biosytems (Darmstadt) 

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Frankfurt/Main) 

Reverse Transkriptase Superscript II Invitrogen (Karlsruhe) 

SUPERaseINÊ RNAse Inhibitor Applied Biosytems (Darmstadt) 

Thermo-Start Taq-DNA-Polymerase Abgene (Hamburg) 

Tabelle 8 - Enzyme 
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3.8 Oligonukleotide 

 

Olignonukleotide Detailinformation 

Silencer® Negative Control siRNA Applied Biosystems (Darmstadt) 

siSTAT3  Maus 

Sense: 

5ô-GAGUUGAAUUAUCAGCUUATT-3ô 

Antisense: 

5ôUAAGCUHAUAAUUCAACUCAG-3ô 

Applied Biosystems (Darmstadt) 

siNFATc1  Maus 

Sense:  

5ôGGUGGAAGACGUACUUCCU-3ô 

Antisense:  

5ôAGGAAGUACGUCUUCCACCTC-3ô 

Applied Biosystems (Darmstadt) 

Tabelle 9 ï Oligonukleotide 
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3.9 Puffer 

Alle hier dargestellten Puffer wurden mit destilliertem Wasser hergestellt und bei Bedarf 

zusätzlich steril filtriert oder autoklaviert. 

3.9.1 Lysepuffer für DNA-Aufbereitung  

PBND (PCR Buffer with nonionic detergents) 

 

50mM    KCl     

10mM    Tris-HCl (ph 8,3)   

2,5mM   MgCl2    

0,1 mg/ml   Gelatine   

0,45% v/v   NP40    

0,45% v/v   Tween20 

 

Das PBND wurde anschließend autoklaviert und in kleinen Aliquots bei -20 °C bis zur 

Verwendung gelagert. 

 

3.9.2 Zelllysepuffer 

 

50 mM   HEPES ph 7.5    

150 mM   NaCl 

1 mM    EDTA 

10 %    Glycerol    

1 %    TritonX-100    

100 mM   NaF     

10 mM   Na4P2O7 * 10 H2O  

 

Zusätzlich wurde zu je 1 ml Lösung 40ul 25x Complete und 10ul PMSF (100 mM) frisch 

hinzugegeben vor der Verwendung. 
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3.9.3 Puffer für SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Trenngelpuffer 

 

1,5 mM   Tris-Base (pH 8,8)   

0,4 %    SDS    

 

Trenngellösung für 2 Gele 

 

11ml   Trenngelpuffer 

23µl   APS 10% 

23µl    TEMED 

 

Stoppgellösung für 2 Gele 

 

750µl    Trenngelpuffer 

5µl   APS 10% 

5µl    TEMED 

 

Sammelgelpuffer 

 

0,5 M    Tris-Base (pH 6.6) 

0,4 %    SDS 

 

Sammelgellösung für 2 Gele 

 

4ml    Sammelgelpuffer 

15µl   APS 10% 

9µl   TEMED 

 

Laufpuffer (10x) 

 

288 g   Glycin 

60,6 g   Tris 

20 g    SDS 
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Der 10x Laufpuffer wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 2 Liter ver-

dünnt. 

 

Laufpuffer (1x) 

 

100ml   Laufpuffer 10x 

900ml   destilliertes Wasser 

 

3.9.4 Puffer für Western Blot 

10x Transblotpuffer 

 

0,25 M   Tris 

1,92 M   Glycin 

 

1x Transblotpuffer 

 

100 ml   10x Transblotbuffer 

200 ml   Methanol 

700 ml   destilliertes Wasser 

 

3.9.5 Puffer zum Entwickeln und Waschen der Nitrocellulosemembran 

 

10x TBS ï Puffer 

 

0,2 M   Tris 

1,37 M   NaCl 
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1x TBST ï Puffer 

 

100 ml   10x TBST-Puffer 

900 ml   destilliertes Wasser 

1 ml   Tween 20 

 

Blocking-Puffer 

 

100 ml   1x TBST 

5 g   Milchpulver 

 

Bradford Protein Assay 

 

50 ml   BioRad Protein Assay 

200 ml   destilliertes Wasser 

3.9.6 Puffer für Agarose-Gel-Elektrophorese 

 

TBE-Puffer (1x) 

 

10,8 g    Tris 

5,5 g   Borsäure 

0,37 g   EDTA 

 

Der TBE-Puffer wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1 Liter aufgefüllt. 

 

1% Agarose Gel 

 

0,5 g    Agarose 

50 ml   TBE-Puffer 

0,8 µl   Ethidiumbromid oder Midori Green 
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3.9.7 Puffer für Chromatinimmunopräzipitation  

 

Waschpuffer 1 

 

20 mM   Tris (pH 8,1) 

150 mM  NaCl 

2 mM   EDTA 

0,1%   SDS 

0,1%   Triton X-100 

 

Waschpuffer 2 

 

20 mM   Tris (pH 8,1) 

500 mM  NaCl 

2 mM   EDTA 

0,1%   SDS 

0,1%   Triton X-100 

 

Waschpuffer 3 

 

20 mM   Tris (ph 8,1) 

250 mM  LiCl 

1 mM   EDTA 

1 %   NP40 

1 %   SDS 

 

Lyse-Puffer 1 

 

5 mM    Tris (ph 8) 

85 mM   KCl 

0,5 %    NP 40 
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RIPA Puffer 

 

1 M    Tris (pH 7,4) 

5 M    NaCl 

10%    Triton X-100 

5 g    Natrium-Deoxycholat 

0,25 M   EDTA 

0,2 M    EGTA (pH 7,2) 

 

TE-Puffer 

 

20 mM   Tris (pH 8,0) 

1 mM    EDTA 

 

Elution-Puffer 

 

500 µl    20% SDS 

1 ml    1 M NaHCO3 

 

Der Elution-Puffer wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 10 ml aufgefüllt. 

 

Reversion-Puffer 

 

5 M    NaCl 

1M    Tris (pH 6,5) 

0,5 M    EDTA 

20 µg    Proteinase K 

10 µg    RNAse A 
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3.9.8 Puffer für Immunhistochemie 

 

Citratpuffer 

 

2,1 g    Citronensäure-Monohydrat 

 

Der Citratpuffer wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1 l verdünnt. 

 

PBS (pH 7,4) 

 

8 g    NaCl 

0,2 g    KCl 

0,2 g    KH2PO4 

0,765 g   Na2HPO4 x H2O 

 

PBS wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1 l verdünnt. 

 

TE- Puffer (10x) 

 

12,1 g    TrisïBase 

3,7 g    EDTA 

 

Der TE-Puffer wurde mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1 l verdünnt. 

 

Diaminobenzidin (DAB) 

 

200 mg   DAB 

200 ml   TBS 

100 µl    H2O2 
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3.9.9 Sonstige Puffer 

5x Lämmli 

 

1M Tris/HCl  225mM 

100% Glycerin 50% 

20% SDS  5% 

1M DTT  100mM 

Bromphenolblau 0,02 % 

 

Direkt vor der Anwendung wurde 5x Lämmli je nach Bedarf noch mit destilliertem Wasser 

auf 2x oder 1x Lämmli verdünnt. Ebenso wurde dem Ansatz kurz vor Gebrauch 5% 2-

Mercaptoethanol hinzugegeben. 
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4 Methoden 

4.1 Zuchtmäuse  

4.1.1 Zuchtlinien 

Zur Bestätigung der Arbeitshypothesen arbeiteten wir in der Arbeitsgruppe mit verschie-

denen transgenen  Mausmodellen. Alle Mäuse wurden nach den Richtlinien und Proto-

kollen der Tierschutzkommission der Universität Marburg gehalten.  

 

Die Mäuse wurden in der Regel so verpaart, dass ein Männchen zusammen mit zwei 

Weibchen in einem Käfig war, um die Jungtierrate möglichst groß zu halten. Die Jung-

tiere wurden nach 14 Tagen durch das Anbringen eines Ohrclips mit fortlaufender Num-

mer individualisiert und ein Stück des Schwanzes zur Bestimmung des Genotyps ge-

wonnen. Nach Ermittlung des Genotyps wurden die für weitere Versuche oder die Be-

obachtung geeignete Zuchttiere aus dem Elternkäfig entfernt, die Jungtiere ohne den 

geeigneten Genotyp wurden für die Tierpfleger auf der Käfigkarte markiert und von die-

sen dann aus dem Käfig entfernt und mit Kohlenstoffdioxid euthanasiert.   

 

Für die im Rahmen der Doktorarbeit durchgeführten Versuche wurde eine Reihe konse-

kutiver Kreuzungen unter Beachtung der mendelschen Erbregeln durchgeführt, um die 

gewünschte genotypische Zusammensetzung der Mäuse zu erreichen.  

 

Als Grundlage für die Versuche galten heterozygote LSL-KRAS sowie Mäuse mit konsti-

tutiv aktivem NFATc1 (c.a.NFATc1 bzw. NFATc1+/wt). Beide Mutationen konnten durch 

die Verwendung der pdx-Cre-Rekombinase pankreasspezifisch aktiviert werden. 

Dadurch entstand die ĂNKC-Mausñ, eine Maus mit pankreasspezifischer KRAS-Mutation 

wie auch Überexpression von NFATc1. Um die direkte Rolle von STAT3 in der Tumor-

genese in diesem Modell weiter zu untersuchen, wurde eine weitere Mutation in diese 

Maus gekreuzt, jedoch nicht direkt in die NKC-Maus, da diese Maus bereits einen Phä-

notyp entwickelt hatte.  

 

Daher wählte ich im Rahmen dieser Doktorarbeit einen anderen Ansatz und erlangte 

durch einige konsekutive Verpaarungen eine Maus, die einen heterozygoten STAT3 
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Knockout, ein konstitutiv aktives NFATc1 als auch eine KRAS-Mutation besitzt  

(STAT3-/wt, NFATc1+/wt, LSL-KRASG12D, in Abbildung 11 mit * markiert). Diese Maus hatte 

noch keinen Phänotyp, da ihr die Cre-Rekombinase zur Aktivierung der Mutationen im 

Pankreas fehlte. Die zweite Maus für die finale Kreuzung war eine homo- oder hetero-

zygote STAT3-Knockout-Maus (in Abbildung 11 ist aus Gründen der besseren Übersicht 

nur die homozygote STAT3-Knockout-Maus dargestellt) mit gleichzeitiger Expression 

der Pdx1-Cre - oder p48-Cre-Rekombinase (STAT3wt/-; p48(Pdx1)-Cre oder STAT3-/-; 

p48(Pdx1)-Cre ). Diese Maus hatte ebensfalls keinen Phänotyp. Daher konnte ich diese 

beiden Mäuse in Verhältnis 2:1 (w:m) miteinander verpaaren und gelangte so zu den 

beiden Mausgenotypen, die in dieser Doktorarbeit genauer beschrieben sind.  

 

Diese hatten entweder den Genotyp: 

 

STAT3-/-, NFATc1+/wt, LSL-KRASG12D, p48(Pdx1)-Cre 

(homozygote ĂKNSñ ï Maus, in Abbildung 11 mit *** markiert) 

 

oder 

 

STAT3wt/-, NFATc1+/wt, LSL-KRASG12D, p48(Pdx1)-Cre 

(heterozygote ĂKNSñ ï Maus, in Abbildung 11 mit ** markiert). 

 

 

 

Abbildung 11: vereinfachtes Kreuzungsschema der verwendeten Mauszuchtlinien. Die Far-

ben dienen dem einfacheren Verständnis der Kreuzungsvorgänge, dunklere Nuancen der glei-

chen Farbe symbolisieren eine Homozygotie der Maus für ein bestimmtes Allel.  
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4.1.2 Opferung und Präparation der Mäuse 

Zur Gewinnung von Gewebematerialien sowie zur Beurteilung des Progresses der Pan-

kreaskarzinome wurden Mäuse verschiedener Genotypen zu bestimmten Zeiten geop-

fert. Zur Evaluierung der Tumorprogression wurden Mäuse beider Genotypen (homozy-

gote sowie heterozygote KNS-Mäuse) verwendet. Für diese Opferung mussten die 

Mäuse zuerst aus dem sterilen Mausstall in einem Transportkäfig ins Labor überführt 

werden. Dort wurden dann die notwendigen Vorbereitungen zur Präparation der Maus 

getroffen (Abb. 12).  

 

 

Abbildung 12: Beispielhafte Präparationsvorlage für Arbeiten mit Zuchtmäusen. Von links 

nach rechts: Styroporunterlage zum Fixieren der Mäuse, Kryokonservierungsröhrchen, Lineal 

zum Ausmessen der Dimensionen, Petrischalen, kleine Glasgefäße zur Gewebekonservierung, 

diverses Präparationsbesteck (Scheren und Pinzetten verschiedener Art),sowie Handschuhe für 

den Präparator. Es fehlt auf dem Bild ein Einmalskalpell, welches bei Bedarf noch zusätzlich 

verwendet wurde sowie Desinfektionsspray. 

Anschließend wurde die Maus durch zervikale Dislokation geopfert, um anschließend 

zur erneuten Bestätigung des Genotyps mittels PCR erneut ein Stück des Schwanzes 

zu gewinnen. Vor der Eröffnung des Situs wurde die Maus auf makroskopisch sichtbare 

äußere Auffälligkeiten untersucht. Zur Stabilisierung der Maus wurde diese mit vier Na-

deln auf der Styroporunterlage fixiert um anschließend vorsichtig mit Schere und Skalpell 

den Situs zu eröffnen. Abbildung 13 zeigt einen repräsentativen Beispielsitus einer ge-

opferten Maus. Der Befund nach eröffnetem Situs wurde photographisch dokumentiert. 

Anschließend erfolgte bei Bedarf die Entnahme von Pankreasgewebe, Lebergewebe 

und Milzgewebe. Die entnommenen Gewebestücke wurden zur Vermessung in eine Pet-

rischale mit unterliegendem Lineal gelegt und anschließend repräsentativ zerkleinert, um 
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sowohl histologische Schnitte anzufertigen als auch die Möglichkeit zu bekommen, DNA, 

RNA, Proteine sowie Zellen für eine Zellkultur zu gewinnen. Die genauen Erläuterungen 

dieser Schritte beginnend mit der Gewebeaufbereitung nach Entnahme werden in den 

jeweiligen Abschnitten im Methodenteil separat beschrieben. Die nicht benötigten Be-

standteile der geopferten Maus wurden nach den Hygienerichtlinien fachgerecht ent-

sorgt. 

 

 

 

Abbildung 13: Eröffneter Maussitus und entnommene Organe. (Linkes Bild) Geöffneter 

Maussitus zur Evaluation der Abdominalorgane, besonders Pankreas, Leber und Milz. Der deut-

lich sichtbare Pankreastumor ist mit einem Pfeil markiert. Die Maus ist mit vier Pins an den Ext-

remitäten auf der Styroporunterlage fixiert. Die Feuchtigkeit der Unterlage ist ein Ergebnis der 

großen Menge Aszites im Bauchraum (Rechtes Bild) Entnommener Pankreastumor (Stern) so-

wie verschiedene Lebersegmente (Dreieck) und Milzanteil (Kreis) aus der gleichen Maus. 
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4.2 Methoden im Umgang mit Nukleinsäuren 

4.2.1 Genotypisierung der verwendeten Mäuse 

Um die Mäuse genotypisieren zu können, musste zunächst DNA aus den Probemateri-

alien gewonnen werden. Dazu wurden die Mäuse zwei bis drei Wochen nach Geburt mit 

Ohrmarken fortlaufender Nummer markiert und eine kleine Probe des Ohres oder des 

Mausschwanzes, der 5mm nicht überschreiten sollte, mit einer sauberen Schere gewon-

nen. Mithilfe der Polymerasekettenreaktion und spezifischer Primer wurden die gesuch-

ten DNA-Fragmente anschließend amplifiziert, durch Gelelektrophorese getrennt und 

unter UV-Licht zur Auswertung sichtbar gemacht. 

4.2.2 DNA-Extraktion aus Mausgewebeproben 

Je nach Alter der Maus wurden die Gewebeproben entweder aus dem Mausschwanz 

(2-3 Wochen) oder einem der beiden Ohren (älter als 3 Wochen) durch Abschneiden mit 

der Schere gewonnen. Die Proben wurden im Anschluss einzeln in durchnummerierte 

Eppendorfgefäße überführt und um jeweils 180ul PBND sowie 20ul Proteinase-K er-

gänzt. Anschließend wurden die Proben bei 55 °C im Heizblock unter leichten Schütteln 

über Nacht inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die Proben am folgen-

den Tag für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Wurde die Probe direkt für die Genotypisie-

rungs-PCR weiterverwendet, so erfolgte die Zwischenlagerung auf Eis und anschlie-

ßende endgültige Lagerung bei -20°C. 

4.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR, Polymerase chain reaction) 

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) können spezifische Sequenzen an geneti-

schem Material (DNA, RNA) in vitro mit dem Enzym DNA-Polymerase amplifiziert wer-

den. Daher ist es möglich, die verwendeten Mäuse auf ihre genetischen Mutationen ge-

nau zu untersuchen und eine Auswahl zu treffen, welche Mäuse den korrekten Genotyp 

für weitere Untersuchungen haben. 

  

Das Verfahren der PCR basiert auf einem wiederholten Ablauf von Zyklen unterschied-

licher Temperatur, währenddessen das DNA-Template durch das Enzym DNA-Poly-
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merase künstlich amplifiziert wird. Dieser Prozess von 15-50 Zyklen wird in einem spe-

ziellen Thermocycler durchgeführt, der für verschiedene Zwecke unterschiedlich pro-

grammiert werden kann. Im Folgenden ist ein beispielhafter Ablauf eines Zyklus erläu-

tert, der in der Regel aus drei charakteristischen Schritten besteht: 

 

1. Denaturierung/ Strangtrennung der DNA: 

 

Durch Erhitzen auf ca. 95 °C werden die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

Doppelsträngen gebrochen, die DNA denaturiert und es entsteht Einzelstrang-DNA. 

 

2. Annealing/ Anlage der Primer an die DNA 

 

Im zweiten Schritt der PCR wird das Eluat auf eine für die Primer spezifische Temperatur 

abgekühlt, die in der Regel zwischen 50 ° und 70 °C. Bei dieser Temperatur können sich 

die Primer bestmöglich an die gesuchte DNA-Zielsequenz anlegen. 

 

3. Elongation/ Synthese der DNA 

 

Im Anschluss wird die Probe auf 72 °C erhitzt, da bei dieser Temperatur die DNA-Po-

lyermase am besten arbeiten kann. Durch die DNA-Polymerase erfolgt die Synthese der 

durch die Primer markierten DNA-Abschnitte, entweder bis zum Ende des Einzelstran-

ges oder bis zur erneuten Temperaturänderung im Rahmen des ersten Schrittes der 

PCR (Denaturierung). 

 

Diese Zyklen werden 20-40 mal wiederholt, sodass bei Vorhandensein einer bestimmten 

DNA-Sequenz anschließend eine ausreichende Menge Kopien dieses Templates für 

weitere Analysen vorhanden ist. In der Regel werden die Proben nach Beendigung des 

Programmes durch den Thermocycler auf 4 °C heruntergekühlt. 

4.2.4 Durchführung der Genotypisierungs-PCR 

Für die Genotypisierungs-PCR wurden je 2µl Maus-DNA verwendet, die zusammen mit 

23 µl Mastermix in ein 0,2 ml Eppendorfgefäß pipettiert wurden. Zur Negativkontrolle 

dienten eine Probe mit destilliertem Wasser und eine Probe mit Wildtyp-DNA. Zur Posi-

tivkontrolle wurden Proben von transgenen Mäusen verwendet, deren Genotyp in der 
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Vergangenheit zweifelsfrei ermitteln worden war. Die Reaktionsansätze wurden an-

schließend in den Thermocycler gestellt und mit dem jeweiligen Programm gestartet. 

 

PCR-Mastermix 

 

15,25 µl H2O 

5 µl  GoTaq Puffer (5x) 

1 µl  Primer Forward 

1 µl  Primer Reverse 

0,5 µl  dNTPs 

0,25 µ   GoTaq 

 

Dies ergibt 23 µl Mastermix, die jeweils durch 2 ul des Probeneluats ergänzt wurde. 

 

4.2.5 Verwendete PCR-Primer & Programme für Genotypisierungen 

Primer für p48Cre-PCR:  

 

p48Cre Primer Forward:    5ô- TGC TGT TTC ACT GGT TAT GCG G-3ô   

p48Cre Primer Reverse:   5ô- TTG CCC CTG TTT CAC TAT CCA G-3ô 

 

Programm für p48Cre-PCR: 

95°C  2min 

29 Zyklen 

95°C 30sec 

60°C 30sec     

72°C 1min 

72°C 5min 

 

Primer für NFAT-PCR: 

 

NFAT Primer Forward   5ô- CAT GTC TGG GAG ATG GAA GC-3ô 

NFAT Primer Reverse  5ô- TCT CGA GCT ACT TGT CAT CG-3ô 
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Programm für NFAT-PCR: 

95°C  2min 

20 Zyklen 

95°C 30sec 

60°C 30sec     

72°C 1min 

72°C 5min 

 

Primer für NFAT-Homozygot-PCR: 

 

Rosa26 Primer Forward   5ô- GGC GGA TCA CAA GCA ATA AT-3ô 

Rosa26 Primer Reverse  5ô- GAG TCT TCT GGG CAG GCT TA-3ô 

 

Programm für NFAT-Homozygot-PCR: 

95°C 2min 

34 Zyklen 

95°C 30s 

65°C 30s  

72°C 60s 

72°C 2min 

 

Primer für KRAS-PCR: 

 

KRAS Primer For. 5ô-AGC TAG CCA CCA TGG CTT GAG TAA GTC TGC G- 3ô  

KRAS Primer Rev. 5ô- CCT TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA -3ô   

 

Programm für KRAS-PCR: 

95°C  2min 

29 Zyklen 

95°C 30sec 

60°C 30sec     

72°C 1min 

72°C 5min 
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Primer für STAT3-PCR: 

 

STAT3 Primer Forward 5ô- CCT GAA GAC CAA GTT CAT CTG TGT GAC -3ô 

STAT3 Primer Reverse 5ô- CAC ACA AGC CAT CAA ACT CTG GTC TCC -3ô 

 

Programm für STAT3-PCR: 

95°C  2min 

35 Zyklen 

95°C 30sec 

58°C 30sec 

72°C 1min 

72°C 5min 

4.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Mit Hilfe des Photometers können Nukleinsäuren quantifiziert werden. Dies geschieht 

durch eine Bestimmung des gemittelten Extinktionsmaximums der heterozyklischen Ba-

sen bei 260 nm und durch das Lambert-Beer-Gesetz. Dieses Gesetz beschreibt die Ex-

tinktion (E) als abhªngige Funktion des molaren Extinktionskoeffizienten (Ů), der molaren 

Konzentration (c) sowie der Schichtdicke der absorbierenden Flüssigkeit, in der sich die 

Nukleinsäure befindet. (d): E = Ů Ŀ c Ŀ d. Die Konzentration von DNA- bzw. RNA-Proben 

wurde durch den NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer bestimmt. Zur Bestimmung 

der Konzentration verwendet man 1,5 µl einer Probe und misst die Absorption bei 260 

nm und 280 nm. Des Weiteren wird das Verhältnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 

nm errechnet. Ziel war, das dieser Wert für DNA über 1,8 und für RNA über 2,0 liegt. Ein 

geringerer Wert deutet auf eine Kontamination hin, was eine erneute Aufreinigung der 

Lösung nötig machte. 

4.2.7 Agarosegelelektrophorese 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente basiert auf der Ausbreitung 

der Makromoleküle im elektrischen Feld je nach ihrem Ladungs-Masse-Verhältnis. Da-

bei ist ihre Mobilität antiproportional zu diesem Verhältnis, was bedeutet, dass schwerere 

und stärker geladene Makromoleküle in der gleichen Zeit eine kürzere Strecke im Gel 
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zurücklegen als leichtere und weniger stark geladene Makromoleküle. Durch Verwen-

dung des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid oder der Reagenz Midori Green wer-

den die Makromoleküle nach der Gelelektrophorese unter einer UV-Lampe sichtbar ge-

macht und können so dokumentiert und ausgewertet werden. Die Gele für die Gelelekt-

rophorese wurden in unserer Arbeitsgruppe selbst hergestellt. In der Regel handelt es 

sich dabei um 1%iges Agarosegel. Die Suspension wurde nach Zusammenmischen bis 

zum ersten Aufkochen in die Mikrowelle gestellt und anschließend für 30 Sekunden bei 

Raumtemperatur zum Auskühlen stehen gelassen. Anschließend wurde entweder Ethi-

diumbromid (0,8 µg) oder Midori Green (2 µg) zur Suspension hinzugefügt und kurz ge-

schüttelt, damit sich das Reagenz in der gesamten Suspension verteilt. Die fertige Sus-

pension wurde in einen Gelträger gegossen und anschließend direkt ein Kamm mit ge-

wünschter Taschengröße eingesetzt. Nach dem Aushärtungsprozess, der je nach Größe 

des gegossenen Gels zwischen 15 und 45 Minuten dauern kann, konnte das Gel entwe-

der direkt verwendet werden, oder aber über Nacht in feuchten Tüchern im Kühlschrank 

gelagert werden, um am folgenden Tag genutzt zu werden. 

Die zu analysierenden Nukleinsäureproben wurden dann mit Ladepuffer (5x, 20%) ver-

setzt und 10 µl des Gemisches in jede Geltasche geladen. Ebenso wurde zur späteren 

Beurteilung der Banden ein geeigneter Marker in eine Geltasche gegen. Die Auftrennung 

der Makromoleküle erfolgte dann innerhalb von 30-60 Minuten bei einer angelegten 

Spannung von 120 Volt.  Durch das in die DNA interkalierende Ethidiumbromid oder 

durch Midori Green fluoreszierten  die Nukleinsäurebanden bei Anregung mit UV-Licht 

der Wellenlänge von 254 nm. Die Nukleinsäurebanden im Gel wurden hierfür auf einem 

UV-Leuchttisch dargestellt. Durch den aufgetragenen Marker konnte die Größe der Mar-

komoleküle bestimmt und dadurch zugeordnet werden. Zu Dokumentationszwecken 

wurde an dieser Stelle auch in Bild des Gels erstellt (Abb.14). 
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Abbildung 14: Polaroidbild einer Agarosegelelektrophorese nach STAT3-PCR. Der blaue 

Kasten umrahmt den verwendeten Marker, der rote Kasten stellt die auszuwertenden PCR-Ban-

den da. Im verwendeten Beispiel stellt Probe 21 die Negativkontrolle mit Wasser dar, daher ist 

keine Bande sichtbar. Probe 22 (homozygote Kontrolle) sowie Probe 23 (heterozygote Kontrolle) 

wurden als Positivkontrolle dieser PCR verwendet. Im verwendeten Beispiel sind Proben 1 & 2 

heterozygot für STAT3, alle anderen Proben (3-20) sind homozygot für STAT3. Für die Proben 

1,6 und 8 wurde erneut eine PCR durchgeführt, da die Signale nur schwach positiv waren.  

4.2.8 RNA-Präparation aus Gewebeproben 

Zur RNA-Präparation aus Mauspankreata wurde Pankreasgewebe in Kryoröhrchen ge-

geben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die für die Präparation notwendigen 

RNase- freien Mörser, Schalen, Pinzetten und Skalpelle wurden autoklaviert und auf 

Trockeneis vorgekühlt. Anschließend wurde je 500µl Tripure-Reagenz in 1,5ml Eppen-

dorfgefäße vorgelegt. Das Pankreasgewebe wurde dann mit dem Mörser zerstoßen und 

das entstehende Pulver mit einem Skalpell in das Eppendorfgefäß überführt und an-

schließend bei Raumtemperatur für fünf Minuten inkubiert. Das Lysat wurde dann mit 

der Pipette mehrmals auf- und abpipettiert, in ein neues Eppendorfgefäß überführt und 

konnte zu diesem Zeitpunkt bei -80°C dauerhaft gelagert werden. Für die weitere Prä-

paration wurden pro Eppendorfgefäß 150 µl Chloroform hinzugegeben, anschließend 

wurde das Gemisch für 15 Sekunden kräftig gevortext und dann für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationsphase wurde die Probe bei 4°C und 

maximaler Geschwindigkeit für 15 Minuten zentrifugiert. Die farblose Oberphase enthielt 

die gewünschte RNA und wurde in ein neues Tube überführt, ohne die darunter liegende,  

RNase enthaltende Phase zu berühren. Zu den Proben wurde 0,7x Volumen Isopropanol 

hinzugegeben, gevortext und anschließend für 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

 

4.2.9 Reverse Transkription ï die cDNA-Synthese 

Um die gewonnenen RNA-Materialien im weiteren Versuchsverlauf mit DNA-Poly-

merase zu behandeln, war ein Umschreiben der RNA in komplementäre einzelsträngige 








































































































































