TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

I1. Medizinische Klinik und Poliklinik
des Klinikums rechts der Isar

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. R.M. Schmid)

Stat3 ist ein wichtiger Regulator der Progression
praneoplastischer Lasionen im in-vivo-Modell

der pankreatischen Onkogenese.

Katharina Maria Ludes

Vollstdndiger Abdruck der von der Fakultit fiir Medizin
der Technischen Universitdt Miinchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. E. J. Rummeny
Priifer der Dissertation: 1. Priv.-Doz. Dr. H. Algiil

2. Univ.-Prof. Dr. F.R. Greten

3. Univ.-Prof. Dr. J.H. Kleeff

Die Dissertation wurde am 04.10.2011 bei der Technischen Universitit Miinchen

eingereicht und durch die Fakultit fiir Medizin am 10.04.2013 angenommen.



Meinen Eltern gewidmet



Teile dieser Dissertation sind Inhalt folgender Publikation:

Lesina M., Kurkowski M. U., Ludes K., Rose-John S., Treiber M., Kloppel G., Yoshimura
A., Reindl W., Sipos B., Akira S., Schmid R. M., Algiil H. (2011). Stat3/Socs3 activation
by IL-6 transsignaling promotes progression of pancreatic intraepithelial neoplasia and

development of pancreatic cancer. Cancer Cell /9, 456-69.



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
L. EINLEITUNG ccucoiinininrnininnississisessessssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsons 1
1. Das Pankreaskarzinom .........eeeeeineeineensennsennsnennseenssecsssecssessssesssnssssessssssssssssassssessanss 1
1.1. Epidemiologie, Klinik und Risikofaktoren...........ccccooceeveriiniininiiniiienieneniencens 1
1.2. Molekularbiologische und -genetische Hintergriinde.............cccoeeveevieniieniencieenneennee. 2
2. Das MauSmOdell.......ueineeiiieisuenssennsenssencsnenssencssessssecssessssesssnssssessssssssssssassssssssssssassss 6
2.1. Das Cre/loxP-RekombinationSSYStEIM .......cccueerieeriieniieiieeieeiieeieeiee e eieeeveeveesenes 6
2.2. Das Kras®?P-Mausmodell..............coo.vvrvieeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeee s 8
3. Der Stat3-SiZNALWeE ....ccocveiervricssricssnnisssrnissssnesssncssssisssssssssssssssssesssssosssssssssssssssssssnss 10
4. Zielsetzung der ATrDeEit......ueiicnciicrserinssenisssnnesssnncsssncssssicssssssssssessssssssssssssssesssssssnss 13
II. MATERIAL UND METHODEN .....cccovviiinniinrsnncssnncssnicssssssssssessssessssssssssssssssssssss 14
Lo MALErIal coueeeniriniiiieniteniiecsninnnennecsnecsaessssessseesssesssnssssesssasssseesssssssssssassssssssssssassssassnns 14
1.1. Geréte und HilfSmittel .........cooueiiiniiiiiiiiiieee e 14
1.2, ChemiKalI®n ..c.eeviiiiieiiiiieieeee et s 15
1.3. Kommerziell erhaltliche Kits..........coocoviiiiiiiiiiniiiieeeeeeeee e 16
1.4, Puffer und LOSUNZEN........ccciiiiiiiieiiecie ettt ettt 17
LB 1131 C0 ) 5 1S, OO SRRRRPRRPRR 18
L6, PIIMCT ..ttt ettt ettt ettt et b et ebe et e 19
L7 IMIBUSEC ..ttt ettt et st ettt ettt ettt et 19
2. MeEthOdeN...uuuceeiieieniecinnnsnensnenssnecssnnsssesssecsssecssnssssssssassssesssnssssesssassssesssassssssssasssessaass 20
2.1, VEISUCKSTIETE ...eviiiiiieiiieiiteieee ettt ettt st b et s 20
2. 1.1 RESEKLION ..ttt e 20
2.2. Molekularbiologische Methoden .............c.oocuieiiiiiiinieeiieecie e 20
2.2.1. DNA-Isolation aus der MaussChwanzspitze..........cccceecveeriieriieneeeiieenieenieeenens 20
2.2.2. Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ............ccceeueene. 20
2.2.3. Agarose-GeleleKtrophorese .........ocveeiieriieiienieeieeeeeie et 21
2.3. Proteinchemische Methoden............cceiiiiiiiiiiiiniiiiiieeeeeee e 22
2.3.1. Proteinextraktion aus Mauspankreasgewebe ............c.eecveerueeeiieneeeieenieenieeeeens 22
2.3.2. ProteinkonzentrationSbesStimmUNG ...........ccceerieeiieenieeiiieriieeieesee e eiee e 22
2.3.3. Western Blot ANALySe......c.cooiiiiiiiiiiiiieiieeieee ettt 23
2.4. Histochemische Methoden...........coooviriiiiiiiiiiniiieecee e 25

2.4.1. Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten............cccceeeeveniiininiinienenncneene, 25



INHALTSVERZEICHNIS

2.4.2. Himatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)............cccccooviiiviiiniiniiiieieee 25
2.4.3. ImmUNhiStOChEIMIE ......oviiiieiiiiieiieiecetee e 26

L ERGEBNISSE ...uuuiiiniiiiniiicnnnicnsnnicsssnisssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssss 28
1. Pankreasspezifische Inhibition des Stat3-Signalwegs in der Maus........ccccccceuerene. 28
1.1. Generierung einer pankreasspezifisch Stat3-defizienten Mauslinie Star3*”*™ unter
Anwendung des Cre/loxP-Rekombinationssystems ...........cccceeeeveeriieeiieneenieenneenne. 28

1.2. Biochemische und morphologische Charakterisierung von Star***"*-Méusen ......... 30

1.2.1. Proteinchemischer Nachweis fehlender pankreatischer Stat3”**-Expression .. 30
1.2.2. Charakterisierung des exokrinen und endokrinen Pankreaskompartiments......31

2. Nachweis der Aktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras®*’-Mausmodell.......... 34
2.1. Proteinchemischer Nachweis pankreatischer phospho-Stat3Y’*-Expression in
KPaS PP MEUSEIN ..o 34

2.2. Expression von Effektor- und Zielproteinen des Jak2/Stat3-Signalwegs im
Kras®?P-MauSmOdElL.............c.ovueveereeeeeeeeeeeeeees e 34

3. Inaktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras®'*’-Mausmodell...........cc.cevverrerreerenns 37
3.1. Generierung der  pankreasspezifisch  Stat3-defizienten = Tumormodellmaus
KEAST 2P SHQEZ ™ ..ot r et 37

3.2. Biochemische und morphologische Charakterisierung von Kras®'?";Stat3"""-

IMJAUSEIL. .ottt et ettt st ettt et et naees 37

3.2.1. Proteinchemischer Nachweis fehlender pankreatischer Stat3"’*°-Expression..37
3.2.2. Proteinchemischer Nachweis von konstitutiv aktivem K-Ras-Protein.............. 38
3.2.3. Untersuchungen zur Stat3-Phosphorylierung am Tyrosinrest 705.................... 39
3.2.4. Analyse des makroskopischen Pankreasaspekts...........cccccceevieeiieniieniienneennen. 39

4. Einfluss der Inaktivierung von Stat3 auf die PanIN-Entwicklung im Kras®'*’-
MAauSMOAEl].......uueonrorirenieiiniininnnnienenaeneeseessesneseessessessssssssssessasssesssssssssssssaess 42

4.1. Verzogerte PanIN-Progression in Kras®'?”;Stat3*“"-Mausen..............c.ccoeceveeeee... 42
4.1.1. Morphologische Charakterisierung der PanIN-L&sionen...........cccccecevvenuennene 42
4.1.2. Quantitative Auswertung der PanIN-LASIONeN..........ccccccveriieriieniieniienieeieeee. 46

5. Zusammenfassung der Ergebnisse......ieiiervricsserinssnnisssnncssssnesssncsssnessssnessssscssnns 48
IV. DISKUSSION ...ucitiiviininsnicsnisnsssecsesssnsssissssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 49

1. Stat3 hat keinen Einfluss auf Morphologie und Physiologie des exokrinen und
endokrinen Pankreaskompartiments ...........ccoeeecvvencnssnncssnncssnncssencssssncssssncssssecses 49

2. Die Aktivitit des Stat3-Signalwegs im Kras®"?’-Mausmodell ............ce.erverrrreereens 51



INHALTSVERZEICHNIS

3. Die Funktion von Stat3 in der Kras®*’-induzierten pankreatischen Onkogenese

...................................................................................................................................... 55
4. AUSDIICK oueeneirneiitietecninneentecntecnninnesneenneessesssesssessssessssssssesssassssesssassssssssassssessaass 61
V. ZUSAMMENFASSUNG ...ucconiiirinsnnisenssnncssensssesssessssesssessssssssassssssssassssssssssssassssasssss 63
VI. LITERATURVERZEICHNIS ....cconiiiniintinsuinsrenssenssnecssessssecssnssssssssassssssssssssassssasssse 65
VII. ABBILDUNGSVERZEICHNIS ....ccooviiniiirninstnnsnenssnecssnesssecssnssssesssnssssessssssssesssasasse 74
VIII. TABELLENVERZEICHNIS ...ccoutiiniiniiininsnensnensnecsseesssecssessssssssessssessssssssssssnssnse 75



ABKURZUNGEN

ABKURZUNGEN

A

APS
Bcl-2
Bel-X¢.
bHLH
BSA
BRCA2
CDKN2A
CK-19
CNTF
Cox-2
Cre
DAB
dH,O
ddH,0
DNA
EGF

F
FAMMM
GAP
GDP
gp130
GTP

H.E.
Hsp-70
HC

IL

Jak

kD

loxP
LSAB
LSL

Mcl-1
Min.
MAPK

Ampere

Ammoniumperoxiddisulfat

B-cell lymphoma-2

B-cell lymphoma-extra large

basic helix-loop-helix

Bovines Serumalbumin

breast cancer gene 2
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Cytokeratin-19

ciliary neurotrophic factor
Cyclooxygenase-2

cyclization recombination
Diaminobenzidin

einfach destilliertes Wasser
zweifach destilliertes Wasser
desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
epidermal growth factor

Flox

familial atypical mole-malignant melanome
GTPase aktivierendes Protein
Guanosindiphosphat

Glykoprotein 130
Guanosintriphosphat

Stunde(n)

Héamatoxylin-Eosin

heat shock protein-70
Immunhistochemie

Interleukin

Janus Kinase

Kilodalton

Liter

locus of x-over of P1
Labeled-Strept-Avidin-Biotin
lox-STOP-lox

Molar

myeloid leukemia cell differentiation protein 1
Minute(n)

mitogen-activated protein kinase



ABKURZUNGEN

MMP-2
Muc5
OSM

PanIN
PBS
PCR
PDAC
Pdx-1
PFA
PIAS
PRSS1
PSC
Ptf1
PTPase
PVDF
RBD
RIP
RNA
RNAse
pm
RT
RTK
SDS-PAGE
SH2
a-SMA
SOCS
STAT
Stat
STK11
Strep
TAD
TAE
TBS
TEMED
TGF-p
Tris
uv

v

WB

Matrix Metalloproteinase 2

Mucin 5

Oncostatin M

phospho

pankreatische intraepitheliale Neoplasie
phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
pancreatic ductal adenocarcinoma

pankreatischer und duodenaler Homeboxfaktor 1
Paraformaldehyd

protein inhibitor of activated Stat

Protease, Serin, 1

pancreatic stellate cell

Pankreastranskriptionsfaktor 1

Protein Tyrosinphosphatase

Polyvinyldifluorid

Ras-bindende Doméne

rat insulin promotor

ribonucleid acid (Ribonukleinsdure)

Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Rezepor-Tyrosin-Kinase

Sodium Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Src-homology 2

alpha-smooth muscle actin

supressor of cytokine signaling

signal transducer and activator of transcription (human)
signal transducer and activator of transcription (murin)
Serin/Threonin Kinase 11

Streptomycin

Transkription-Aktivierende Doméne
Tris-Acetat-EDTA

Tris-buffered saline
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor-beta
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Ultraviolett

Volt

Western Blot



EINLEITUNG

I. EINLEITUNG

1. Das Pankreaskarzinom

1.1. Epidemiologie, Klinik und Risikofaktoren

Im Jahr 2010 erkrankten in den USA 43 140 Menschen am Pankreaskarzinom, wovon
36 800 auch daran verstarben. Damit stellt dieses Karzinom die vierthdufigste
tumorbedingte Todesursache in der westlichen Welt dar (Jemal et al. 2010). Die mittlere
Uberlebenszeit betrigt nur drei bis fiinf Monate und die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei
unter 5 % (Hezel et al. 2006).
Diese schlechte Prognose lésst sich unter anderem auf den Umstand zuriickfiihren, dass das
Pankreaskarzinom aufgrund fehlender Frithsymptomatik in der Regel erst sehr spét
diagnostiziert wird. Weniger als 20 % der Patienten weisen bei Diagnosestellung
lokalisierte, potentiell heilbare Tumore auf. Unspezifische Beschwerden im Spétstadium
der Erkrankung sind unklare abdominelle Beschwerden oder Ubelkeit. Da die Mehrzahl
der Karzinome im Bereich des Pankreaskopfes lokalisiert sind, leiden die Patienten zudem
hiufig an einer obstruktiven Cholestase (Hidalgo 2010).
Dariiber hinaus trigt das hochaggressive Ausbreitungsmuster des Pankreaskarzinoms in
Form frithzeitiger Metastasierung in lymphatische und periphere Organe zur infausten
Prognose dieser Krebserkrankung bei. 80 % der Patienten weisen bei Diagnosestellung
bereits Fernmetastasen auf (Yeo et al. 2002).
Zudem spricht der Tumor schlecht auf therapeutische Ma3inahmen an. Die einzige kurative
Therapieoption stellt die chirurgische Resektion in Form einer partiellen Pankreatektomie
dar, wobei nur 10-20 % der Karzinome iiberhaupt resezierbar sind und nur 20 % der
chirurgisch behandelten Patienten die ersten drei Jahre nach der Operation iiberleben
(Shaib et al. 2007). Die mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom  konnte auch durch  den  Ersatz des vorherigen
Standardchemotherapeutikums 5-Fluoruracil gegen Gemecitabin nur gering von 4,4 auf 5,7
Monate gesteigert werden (Burris et al. 1997).

In den letzten Jahren wurden im Rahmen zahlreicher Studien mogliche Faktoren
ermittelt, die das Risiko am Pankreaskarzinom zu erkranken erhohen. Neben dem Alter
konnte in den diversen Untersuchungen jedoch nur das Rauchen einheitlich als

Risikofaktor deklariert werden. Das mediane Alter bei Diagnosestellung liegt bei

1
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73 Jahren. Karzinome vor dem 40. Lebensjahr werden nur selten beobachtet. Der
Zigarettenkonsum  stellt den filhrenden vermeidbaren Risikofaktor in der
Pankreaskarzinogenese dar. 25 % aller Karzinome lassen sich auf das Rauchen
zuriickfilhren. Weitere mogliche Risikofaktoren sind eine ballaststoffarme, fett- und
fleischreiche Erniihrung, Ubergewicht, ein lange bestehender Diabetes Mellitus sowie eine
chronische Pankreatitis (Lowenfels et al. 2006).
5-10 % aller Pankreaskarzinome beruhen auf einer familidren Disposition. Die genetische
Basis ist in den meisten Féllen gehduften Auftretens maligner Neoplasien des Pankreas
unklar. Fiir einen kleinen Teil der familidren Karzinome sind jedoch autosomal-dominant
vererbte Keimbahnmutationen bestimmter Gene verantwortlich. Hierbei handelt es sich um
folgende hereditiare Tumorpradispositionssyndrome:
- Das Peutz-Jeghers-Syndrom, bei dem das Tumorsuppressorgen S7TKI/]
(Serin/Threonin Kinase 11) mutiert ist;
- die hereditire Pankreatitis, die mit einer Mutation des kationischen Trypsinogen
Gens PRSSI (Protease, Serin 1) einhergeht;
- das FAMM (familial atypical mole-malignant melanome)-Syndrom, bei dem der
Genlokus CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) betroffen ist;
- sowie das familidire Mamma- und Ovarialkarzinom mit der BRCA2 (breast cancer
gene 2)-Mutation (Shi et al. 2009).
Allerdings scheinen die mit diesen Syndromen assoziierten Genmutationen eher zur
Progression bereits bestehender pramaligner Lésionen als zur Tumorinitiierung

beizutragen (Yeo et al. 2002).

1.2. Molekularbiologische und -genetische Hintergriinde

Das duktale Adenokarzinom stellt mit einem Anteil von {iber 85 % den hiufigsten
histologischen Subtyp des Pankreaskarzinoms dar (Warshaw et al. 1992). Daher werden
die Begriffe duktales Adenokarzinom des Pankreas und Pankreaskarzinom in dieser Arbeit
synonym verwendet.

Histopathologische und molekulargenetische Untersuchungen haben zur Etablierung
eines definierten Tumorprogressionsmodells fiir das Adenokarzinom des Pankreas gefiihrt.
Demnach entwickelt es sich auf der Basis spezifischer, aufeinander folgender
Vorléduferldsionen, den sogenannten pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanINs).

Es werden drei PanIN-Stufen beschrieben (PanIN-1 — PanIN-3), wobei mit steigendem
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Stadium jeweils die zelluldren und architektonischen Atypien im Bereich der duktalen

Strukturen im Pankreas zunehmen (siehe Abbildung 1).

A Normaler Gang B Fruhes PanlN Stadium C Spales PanIN- Stadlum D Adenokarzinom

VINS-D OHI

DRy
*\.’v«.\-.

Abbildung 1: Morphologisches Progressionsmodell des duktalen Pankreasadenokarzinoms.

Die immunhistochemische Firbung a-smooth muscle actin (a-SMA)-exprimierender Zellen stellt die
Akkumulation pankreatischer Sternzellen in der Nachbarschaft frither (B) und spéter (C) PanIN-Lésionen
sowie im Bereich des Adenokarzinoms (D) dar. In der Nachbarschaft normaler Gédnge (N) lassen sich keine
pankreatischen Sternzellen detektieren. Blutgeféle (V) dienen als Positivkontrolle (modifiziert nach Algiil et
al. 2007b).

PanIN-1A- und -1B-Léisionen weisen eine Zellkorperverlingerung sowie eine vermehrte
Schleimproduktion auf. Zusitzlich gehen im Stadium 1B die normalerweise flachen
duktalen Strukturen in ein papillires Wachstumsmuster iiber. Diese friithesten
Vorléauferldsionen finden sich bei bis zu 40 % aller Erwachsenen auch ohne invasives
Pankreaskarzinom. Das PanIN-2-Stadium ist charakterisiert durch das Auftreten nukledrer
Atypien, deren Schwere in PanIN-3-Lésionen noch zunimmt. In diesem letzten Stadium
beobachtet man zudem sich ins duktale Lumen vorwdlbende epitheliale Zellen sowie
luminale Nekrosen. PanINs der Stufe 3 sind in weniger als 5 % der gesunden Organe
jedoch in 30-50 % aller invasiven Tumore nachweisbar (Hruban et al. 2004).
Histopathologisch charakteristisch fiir das Pankreasadenokarzinom ist dariiber hinaus das
Vorliegen eines reaktiven desmoplastischen Stromas angrenzend an das Tumorgewebe.
Dieses Stroma formiert ein komplexes ,,Tumor-Microenvironment™, das sich aus
extrazelluliren Matrixproteinen, neugebildeten Blutgefien und einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen zusammensetzt. Hierzu zdhlen proliferierende Fibroblasten
und pankreatische Sternzellen (pancreatic stellate cells = PSC), die Fibronektin und
Kollagen produzieren, sowie inflammatorische Zellen und Makrophagen, die Chemokine
und Zytokine freisetzen (Algil et al. 2007b).

Parallel zu den morphologischen Atypien lassen sich den einzelnen PanIN-Lasionen
auch bestimmte molekulargenetische Verdnderungen zuweisen, die in ihrer Anzahl und
Schwere ebenfalls mit dem Grad der Lision steigen (vergleiche Abbildung 2). Hierbei
handelt es sich, wie in Tumoren im Allgemeinen, vornehmlich um Mutationen von

Onkogenen und Tumorsupressorgenen (Feldmann et al. 2007).

3
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- g —_— . .
}— Normal —{} PanIN-1A 4}= PanIN-1B < }— PanIN-2

<*— Kras —» <*—— [INKJA/ARF —» <

SMAD4/DPC4

Abbildung 2: Progressionsmodell des duktalen Pankreasadenokarzinoms mit Darstellung der
genetischen Alterationen.

(modifiziert nach Hruban 2000).

Die wichtigste mit dem Pankreaskarzinom assoziierte Mutation eines Onkogens ist die
Kras-Mutation. Sie ist bereits in etwa 40 % der frilhen PanIN-Lisionen und in nahezu
100 % der Adenokarzinome nachweisbar (Almoguera et al. 1988; Lohr et al. 2005). Das
Genprodukt von Kras gehort zur Gruppe der Ras-Proteine. Hierbei handelt es sich um
kleine, 21 kD schwere, G-Proteine, die an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert sind.
Aktiviert wird K-Ras, wie die anderen Ras-Proteine auch, iiber die Bindung von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Hormonen an extrazelluldir befindliche
Transmembranrezeptoren, zumeist Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs), wie zum Beispiel
den EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor. Die Rezeptor-Liganden-Interaktion bewirkt
die Umwandlung von inaktivem, GDP-gebundenen K-Ras in die aktive, GTP-korrelierte
Form. Uber nachgeschaltete Signalkaskaden, wie zum Beispiel den Raf-mitogen-activated
protein kinase (Raf-MAPK)-Signalweg, wird der extrazelluldre Stimulus dann in eine
verdnderte Genexpression im Nukleus umgesetzt, wodurch Zellwachstum, Differenzierung
und Apoptose reguliert werden (Campbell et al. 1998). Bei den Kras-Mutationen handelt
es sich fast ausschlielich um Punktmutationen im Bereich des Kodons 12, wobei hier ein
Glycin durch ein Valin, Arginin oder Aspartat ersetzt wird. Dies fithrt zu einer
herabgesetzten oder aufgehobenen Sensitivitdit des Proteins gegeniiber Ras-GTPase
aktivierenden Proteinen (GAP), welche zusitzlich zur schwachen intrinsischen GTPase

Aktivitdt fiir eine Inaktivierung des K-Ras-Molekiils benotigt werden. Es resultiert eine



EINLEITUNG

konstitutive, deregulierte, zellproliferative K-Ras-Aktivitit (Hruban et al. 1993; Hingorani
et al. 2003b).

Die zweite 1im  Pankreaskarzinom hdufig mutierte  Genklasse sind die
Tumorsuppressorgene. Mutationen dieser Gene fithren im Gegensatz zu onkogenetischen
Mutationen meist zu einem Funktionsverlust des jeweiligen Genprodukts.

Beispiele hierfiir sind die Tumorsuppressorgene INK44 und ARF, die beide auf dem
Genlokus 9921 lokalisiert sind. INK4A, das auch als CDKN2A4 bezeichnet wird, ist in
80-95 % aller sporadischen Pankreasadenokarzinome mutiert (Rozenblum et al. 1997). Es
kodiert fiir das tumorsuppressive Protein p16, welches iiber eine inhibitorische Bindung an
die Cyklin-abhéngigen Kinasen Cdk4 und Cdk6 die Phosphorylierung des Retinoblastom-
Proteins und dariiber den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus verhindert.
Konsequenterweise resultiert aus Mutationen dieses Gens ein unkontrolliertes
Zellwachstum durch eine unzureichende Kontrolle der Zell-Zyklus-Progression. Das
zweite auf diesem Genlokus ansdssige Tumorsuppresorgen ARF kodiert fiir das Protein
pl9, welches den Tumorsuppressor p53 stabilisiert, indem es die MDM2-abhéngige
proteasomale Degradation von p53 verhindert. Ein Absinken des p19-Spiegels im Rahmen
einer Mutation des zugehdrigen Gens fiihrt somit auch zu einer Reduktion des p53-Protein
Levels (Bardeesy et al. 2002; Lowe et al. 2003).

Das p53-kodierende Tumorsuppressorgen 7P53 auf Chromosom 17p ist in 50-75 % der
Pankreastumore, zumeist in fortgeschrittenen PanIN-3-Lésionen mutiert (Redston et al.
1994). Da p53 unter anderem das Fortschreiten von Zellen im Zell-Zyklus beim
Vorhandensein von DNA-Schidden verhindert, trdgt ein Funktionsverlust des Proteins,
gerade in spiten PanIN-Stadien, zu Akkumulation von DNA-Schiden bei. So konnen
Zellen, die bereits prokarzinogene chromosomale Aberrationen aufweisen, iiberleben,
wodurch das Tumorwachstum positiv beeinflusst wird (Vogelstein et al. 2000).

Weitere an der spéteren Pankreaskarzinogenese beteiligte Tumorsuppressoren sind BRCA2
und SMAD4/DPC4. SMAD4/DPC4 stellt einen wichtigen Regulator des Transforming
Growth Faktor-f (TGF-f)-Signalwegs dar. TGF-3 hemmt entweder iiber einen G1-Arrest
im Zell-Zyklus oder iiber pro-apoptotische Mechanismen das Wachstum epithelialer
Zellen. Uber eine Dysregulation dieser Signalkaskade kénnen SMAD4/DPC4-Mutationen
zur unkontrollierten Proliferation duktaler Zellen im Pankreas beitragen (Schneider et al.

2003).
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2. Das Mausmodell

Zur genaueren Untersuchung der molekularbiologischen und -genetischen Hintergriinde in
der Genese des Pankreaskarzinoms wurden in den letzten Jahren einige Mausmodelle
entwickelt. Uber das Ausschalten relevanter Tumorsuppressorgene bzw. die Aktivierung
von Onkogenen ldsst sich die Entwicklung von Vorlduferldsionen bis hin zum invasiven
Karzinom in der Maus veranschaulichen. Dadurch konnen Riickschliisse auf die
entsprechenden Prozesse in humanen Tumoren und mogliche Hinweise auf eine
effizientere Therapie erzielt werden (Hruban et al. 2006).

Ein fiir die Generierung genetisch gezielt verdnderter Miuse essentielles Verfahren ist das
Cre/loxP-Rekombinationssystem. Dieses System war auch fiir die Etablierung des in dieser
Arbeit verwendeten Kras®'*P-Mausmodells essentiell. Im Folgenden werden daher sowohl

GI12D

die Cre/loxP-Technologie als auch das Kras™ “~-Mausmodell detailliert beschrieben.

2.1. Das Cre/loxP-Rekombinationssystem

Unter Rekombination versteht man die durch spezialisierte Enzyme (Rekombinasen)
katalysierte Spaltung und Neuverkniipfung von DNA. Ein in der Forschung hiufig
angewendetes Rekombinationssystem arbeit mit der sogenannten Cre (cyclization
recombination)-Rekombinase. Hierbei handelt es sich um ein 38 kD schweres Protein des
Bakteriophagen P1, das die Rekombination zwischen zwei locus of x-over of P1 (loxP)-
Erkennungssequenzen auf der DNA katalysiert. LoxP besteht aus einer Kernsequenz aus
acht Basenpaaren, die wiederum von zwei, jeweils 13 Basenpaaren langen,
palindromischen Elementen flankiert wird. Ein durch zwei loxP-Sequenzen flankierter
(,,gefloxter) DNA-Abschnitt wird durch die Cre-Rekombinase in Form eines zirkuldren
Produktes aus der DNA herausgeschnitten und intrazelluldr abgebaut. Auf der DNA
verbleibt anschlieBend eine einzelne loxP-Sequenz (Sauer et al. 1988; Nagy 2000).

Das System trug in den letzten Jahren mafgeblich zur Generierung gewebespezifischer

Knockout-Méuse bei. Hierzu werden zwei genetisch verdnderter Mauslinien bendtigt
(siche Abbildung 3).
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Mauslinie 1 ’

Mauslinie 2 —

Cre-Rekombinase

Mauslinie 3

Vlox®
1

Abbildung 3: Gewebespezifische Gendeletion in der Maus mit Hilfe des Cre/loxP-Systems.
Der griine Pfeil kennzeichnet den Vorgang der Transkription; hellgriine Ellipsen kennzeichnen das Gewebe,
in dem die Cre-Rekombinase aktiv ist.

Die eine Mauslinie (Mauslinie 1) trdgt ein gefloxtes Allel des Gens, das gezielt aus der
DNA herausgeschnitten werden soll. Hierzu werden zwei loxP-Sequenzen in das Zielexon
flankierende Intronsequenzen eingebaut. So bleibt das gefloxte Gen funktionsfdhig.Die
zweite beteiligte Mauslinie (Mauslinie 2) exprimiert die Cre-Rekombinase selektiv in
bestimmten Zelltypen. Um dies zu erreichen, wird ein cre-Transgen ins Genom integriert,
das unter die Kontrolle eines nur in bestimmten Geweben vorkommenden Promotors
gestellt wird. So konnen nur die Zellen die Cre-Rekombinase bilden, die auch iiber den
entsprechenden Promotor verfiigen. Die aus der Kreuzung der beiden Mauslinien
hervorgehende Maus (Mauslinie 3) weist nun eine Exzision des loxP-markierten Exons
und so eine Deletion des Zielgens in den Zelltypen auf, die die Cre-Rekombinase
exprimieren. In allen anderen Geweben, die das cre-Gen nicht transkribieren, bleibt die
Funktionalitit des Zielgens erhalten. Auf diesem Wege ldsst sich ein gewebespezifischer
Gen-Knockout im Mausmodell erzielen (Sauer 1998; Metzger et al. 1999).

Dariiber hinaus lassen sich mit Hilfe der Cre/loxP-Strategie auch Mutationen einzelner
Gene tiber die Verwendung loxP-markierter STOP-Kassetten gewebespezifisch etablieren.
Diese Anwendungsweise kam im Kras®'*’-Mausmodell zum Tragen und wird daher im

Rahmen der Beschreibung dessen genauer erldutert.
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2.2. Das Kras"*’-Mausmodell

In dieser Arbeit spielt das von David Tuveson und Tyler Jacks begriindete Kras®'’-

Mausmodell eine entscheidende Rolle. Es basiert auf der gezielten, spezifischen
Aktivierung einer onkogenen Kras-Mutation im Pankreas der Maus. Hierzu wurde
zundchst iiber das Einbringen eines Plasmids in einen Mausstamm ein Kras-Allel
konstruiert, das eine aktivierende Glycin-zu-Aspartat-Punktmutation auf dem Kodon 12
(G12D) im Bereich des Exons 1 aufweist (Jackson et al. 2001). Um zu erreichen, dass
dieses in-vivo zu einer konstitutiven K-Ras-Protein-Aktivitit fiihrende Kras®'?’-Allel
gezielt nur in Zellen des Pankreas exprimiert wird, wurde das unter 1.2.1. beschriebene
Cre/loxP-Rekombinationssystem angewendet.

Im Rahmen dessen wurde dem das am Kodon 12 mutierte Exon 1 enthaltenden Bereich
des Kras®?P-Allels eine lox-STOP-lox (LSL)-Sequenz vorgeschaltet (siche Abbildung 4).
Dadurch wurde das verdnderte Exon von seinem zugehdrigen Promotor getrennt und so die

Transkription verhindert. Es resultierte die LSL-Kras“'*"

-Mauslinie, in der das onkogene
K-Ras-Protein nicht exprimiert werden kann. Um nun eine Aktivitit des Kras®*"-Allels
spezifisch und ausschlieBlich im Pankreas zu erzielen, wurde die gefloxte Mauslinie mit
einer Mauslinie gekreuzt, in der die Cre-Rekombinase unter die Kontrolle des
pankreasspezifischen Ptfla-Promotors gestellt wurde. Hierzu wurde auf einem Allel von
Ptfla Exon 1 endogen durch das cre-Rekombinase-Gen ersetzt. Die entstandene Mauslinie
wird daher als Ptfla-cre™ bezeichnet (Nakhai et al. 2007).

Ptfla kodiert fiir das 48 kD schwere basic helix-loop-helix Protein (bHLH) P48, das die
sequenzspezifische DNA-bindende Untereinheit des trimerischen
Pankreastranskriptionsfaktors 1 (Ptf1) darstellt (Kawaguchi et al. 2002). P48 wird ab Tag
9,5 der Embryonalentwicklung der Maus ausschlieBlich in pankreatischen Progenitorzellen
exprimiert und ist gemeinsam mit dem ab Tag 8,5 auftretenden pankreatischen und
duodenalen Homebox Faktor 1 (Pdx-1) fiir die pankreasspezifische Differenzierung der
Zellen verantwortlich. Nur Pdx-1 und Ptfl1a doppelt-positive Progenitorzellen konnen sich
in Pankreasgewebszellen entwickeln, wobei in erwachsenen Maiusen Pdx-1 fiir die
Differenzierung in Inselzellen essentiell ist, wohingegen P48 die Entwicklung zu
Azinuszellen initiiert (Kim et al. 2002). Eine Nullmutation des P#f/a-Gens mit Verlust von
P48 fiihrte in Experimenten zu einem vollstdndigen Fehlen des exokrinen Pankreas und
endete letal kurz nach Geburt der Méuse (Krapp et al. 1998).

Aus der Kreuzung der LSL-Kras®'?"- mit der Ptfla-cre™'-Linie entstand nun eine fiir das

Kras®?P-Allel heterozygote Mausmutante LSL-Kras’9'*°;Pifla-cre™', die kurz als
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Kras®"?P bezeichnet wird. Die Transkription des mutierten Exons 1 des Kras®'?"-Allels in
dieser Maus wird durch die Exzision der transkriptionsinhibierenden, loxP-markierten

STOP-Sequenz durch die Ptf1a-Cre-Rekombinase ermdglicht (vergleiche Abbildung 4).

Wildtyp-Kras-Allel -—

loxP loxP
LSL-Kras®120

+ Ptf1a-cre®1

—

loxP

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Generierung der Kras®*’-Linie.
Griine Pfeile kennzeichnen den Vorgang der Transkription (modifiziert nach Hingorani et al. 2003a).

Das onkogene K-Ras-Protein wird nur in den Zellen der Kras®'*?

-Maus exprimiert, die
den Promotor Ptf1a und dariiber die Cre-Rekombinase transkribieren kénnen, demnach nur
in pankreatischen Vorlduferzellen sowie im exokrinen und in Teilen des endokrinen

GI2D_Mutation

Pankreas. Auf diesem Wege gelang es Tuveson und Kollegen die Kras
spezifisch im Pankreas der Maus zu etablieren und so die dortige Karzinomentwicklung zu
initiieren (Hingorani et al. 2003a).

Histopathologische =~ Untersuchungen  der  Pankreata  unterschiedlich  alter
LSL-Kras®"??;Ptfla-cre™  (Kras®'’")-Miuse zeigen mit einer hundertprozentigen
Penetranz das komplette Spektrum an PanIN-Stadien. Die Lisionen sind identisch mit
humanen PanINs und steigen in Anzahl und Schweregrad mit dem Alter der Méuse. Auch
invasive, metastatische Karzinome entwickeln sich, allerdings nur in knapp 10 % der Félle
und nach einer Latenz von etwa 9 Monaten. Die Tatsache, dass alle Formen der PanIN-
Liasionen in pankreatischen Progenitorzellen allein durch die Mutation von Kras erzielt

werden konnen, beweist, dass diese Mutation ein zentrales, initiierendes Ereignis in der

Pankreaskarzinogese darstellt (Hingorani et al. 2003a).
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Das Modell bietet die Moglichkeit liber die gezielte Initiierung von prianeoplastischen
Vorlauferldsionen und invasiven Karzinomen im Pankreas der Maus den Einfluss
zusitzlicher genetischer Verdnderungen auf die durch onkogenes Kras in Gang gesetzte
Tumorentstehung zu untersuchen und so mogliche Ansatzpunkte fiir ein medizinisches

Eingreifen in diesen Prozess zu finden.

3. Der Stat3-Signalweg

Stat3 gehort zur Familie der signal transducer and activator of transcription (Stat)-Proteine.
Sduger exprimieren sieben unterschiedliche STATSs, die als STAT1-6 bezeichnet werden,
wobei STATS in A und B unterteilt wird. STATs dienen nicht nur als Transmitter
extrazelluldrer Signale ins Zytoplasma, sondern sind auch dazu in der Lage als
Transkriptionsfaktoren selbst gezielt Einfluss auf die Genexpression zu nehmen. Abhéngig
von ihrer spezifischen Funktion unterscheiden sich die einzelnen STAT-Proteine sowohl in
threr Aminoséduresequenz als auch in ihrer gewebespezifischen Verteilung im Organismus
(Aaronson et al. 2002). Einige STATSs spielen in malignen Prozessen eine entscheidende
Rolle und dienen daher als Zielobjekte der Krebsforschung (Buettner et al. 2002).

Stat3 ist ein aus 770 Aminosduren bestehendes Molekiil. Es setzt sich, wie die anderen
Stat-Proteine auch, aus unterschiedlichen Doménen zusammen, die jeweils in einen

bestimmten Teil der Signaltransduktion involviert sind (siche Abbildung 5).

1 130 320 585 q:)ZZ 770
[ :
| | I |

Amino- Coiled-coil DNA-bindende SH2- TAD-
terminale Domane Domane Domane Domaéane
Domane

Abbildung 5: Domiinenstruktur des Stat3-Molekiils.
(modifiziert nach Becker et al. 1998).

Die Amino-terminale (NH2)-Doméne spielt in der Stabilisierung der Bindung von Stat3 an
die DNA eine Rolle. Die eigentliche DNA-bindende Domine befindet sich in Mitte des
Molekiils, gefolgt von einer SH2 (Scr-homology-2)-Doméne. Hierbei handelt es sich um
den am besten konservierten Bereich des Stat3-Molekiils, was sich durch seine essentielle

Funktion sowohl als Bindungsstelle fiir die Tyrosin-phoshorylierte Rezeptordoméne als

10
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auch als Ort der Stat3-Dimerisierung erklédren ldsst. Die Aktivierung von Stat3 dufert sich
in einer Tyrosinphosphorylierung am Tyrosinrest 705, der sich direkt angrenzend an die
SH2-Doméne befindet. Am C-Terminus des Proteins findet sich schlieBlich eine die
Transkription aktivierende Domédne (TAD). Sie stellt den variabelsten Bereich des
Molekiils dar und ist so in der Lage mit unterschiedlichen die Transkription regulierenden
Faktoren zu interagieren (Becker et al. 1998; Schindler et al. 2007).

Die Aktivierung von Stat3 in der normalen Signaltransduktion (vergleiche Abbildung 6)
wird durch die Bindung von Wachstumsfaktoren wie den epidermal growth factor (EGF)
oder Zytokinen der Interleukin  (IL)-6-Familie an fiir sie spezifische
Zelloberflachenrezeptoren initiiert. Da der IL-6-Rezeptor iiber keine eigene intrazelluldre
Domine verfiigt, ist sein Wirken stets an das Vorhandensein der ubiquitdr exprimierten,
intrazelluldren Glykoprotein (gp)130-Rezeptoruntereinheit gebunden (Heinrich et al.
1998). Im Gegensatz zu Wachstumsfaktorrezeptoren verfiigen die meisten
Zytokinrezeptoren, so auch der gpl30-Rezeptor, {iber keine intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitit. Die Bindung von IL-6 an den Rezeptor fiihrt daher zunéchst zur
Aktivierung und Autophosphorylierung rezeptorassoziierter, intrazelluldrer Janus Kinasen
(Jak). Die aktivierten Jaks phosphorylieren wiederum den zytoplasmatischen Anteil des
Zytokinrezeptors am Tyrosinrest 759, der als Andockstelle fiir die SH2-Doméne des Stat3-
Molekiils, das in inaktiver Form als Monomer im Zytoplasma vorliegt, dient. Das
Rezeptor-gebundene Stat3-Monomer wird darauthin Jak-vermittelt am Tyrosin 705
phosphoryliert. Das dabei entstehende phospho(p)-Stat3”'*-Protein ist in dazu in der Lage
iiber reziproke Phosphotyrosin-SH2-Interaktionen mit einem weiteren phosphorylierten
Stat3-Monomer ein aktives Dimer zu formen. Die aktivierten Dimere translozieren
daraufhin in den Zellkern, wo sie an spezifische DNA-response Elemente in Promotoren
von Zielgenen binden und so deren Transkriptionsrate massiv erhéhen. Unterstiitzt wird
dieser Mechanismus durch die Rekrutierung weiterer Transkriptionsfaktoren iiber die

TAD-Domaéne des Stat3-Molekiils (Leonard et al. 1998; Levy et al. 2002).

11
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Intrazellular pY=== T SpY>>
Y705 pY767 = —pY767

Y705  pY?%s = — pY905
pY915 - —py915
Aktivierung Hemmung
Zellkern

Abbildung 6: Schematische Darstellung des IL-6/gp130/STAT3/SOCS3-Signalwegs.

Normalerweise wird die Stat3-Aktivitét streng durch verschiedene inhibitorische Proteine
reguliert, deren Bildung zumeist im Sinne einer negativen Riickkopplung durch dieselben
Zytokine stimuliert wird, die Stat3 aktivieren. Zu den wichtigsten Inhibitoren zdhlen das
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3)-Protein (sieche Abbildung 6), protein inhibitor
of activated Stat (PIAS) und Protein Tyrosinphosphatasen (PTPasen) (Shuai 2000; Kubo et
al. 2003).

In einer wachsenden Anzahl maligner Tumoren hingegen kommt es, beispielsweise
durch iiberaktive Rezeptor-Tyrosinkinasen, zu einer konstitutiven Stat3-Phosphorylierung
und -Aktivierung. Da die durch Stat3 aktivierten Zielgene in eine Vielzahl fundamentaler
biologischer Prozesse, wie Apoptose, Proliferation, Inflammation und Angiogenese,
involviert sind, fithrt ein konstitutive Stat3-Aktivitit konsequenterweise iiber eine
gesteigerte Expression der betreffenden Zielgene zu einer Dysregulation dieser Prozesse
(Yu et al. 2004). Dies kann zum Uberleben und Wachstum entarteter Zellen beitragen und
so die Entwicklung und Entstehung von Karzinomen malgeblich unterstiitzen, weshalb
Stat3 als Onkogen angesehen wird (Bromberg et al. 1999).

Schlussfolgernd konnte eine Inhibition des Stat3-Proteins auf molekularer Ebene die
Karzinomentstehung hemmen oder gar verhindern, was das Molekiil zu einem

vielversprechenden Angriffspunkt in der Krebsforschung macht (Yu et al. 2004).

12
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4. Zielsetzung der Arbeit

Die Kras®*"-Mutation fiihrt im murinen in-vivo-Modell altersabhingig zur Entstehung
pankreatischer intraepithelialer Neoplasien (Hingorani et al. 2003a). Spezifische
molekulare Mechanismen, die die Kras®’*’-induzierte PanIN-Progression hin zu invasiven
duktalen Adenokarzinomen vorantreiben, sind bisher jedoch weitgehend unbekannt.

Der Transkriptionsfaktor STAT3 konnte bereits in zahlreichen humanen Karzinomen
nachgewiesen werden (Yu et al. 2004). Obwohl eine STAT3-Aktivierung auch in humanen
PanINs und Pankreaskarzinomen beschrieben ist (Scholz et al. 2003), wurde die genaue
Funktion dieses Signalwegs in der pankreatischen Onkogenese bisher nicht untersucht.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Stat3 auf die durch die

12D
Kras®

-Mutation induzierte murine Pankreaskarzinogenese zu untersuchen.
Folgende Fragen waren hierbei von Relevanz:
1) Lasst sich in PanINs von LSL-Kras®'*’;Ptfla-cre®™ (Kras®'*?)-Miusen eine
Aktivierung des Stat3-Signalwegs nachweisen?
2) Falls der Stat3-Signalweg im Kras®’*’-Mausmodell aktiviert ist, welchen Einfluss
hat dann eine Inaktivierung der Stat3-abhingigen Signaltransduktion auf die

G12D_©\zusen?

Entwicklung und Progression von PanIN-Léasionen in Kras
Sollte sich herausstellen, dass der Stat3-Signalweg eine essentielle Funktion in der
murinen pankreatischen Onkogenese einnimmt, konnten daraus Riickschliisse auf die
entsprechenden Prozesse in humanen Pankreaskarzinomen gezogen werden. Hieraus
konnten wiederum mdglicherweise neue therapeutische Angriffsmoglichkeiten in der
bisher weitgehend frustranen Behandlung dieses hochagressiven Tumors abgeleitet

werden.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Gerite und Hilfsmittel

Geriit

Name und Firma

Agarosegel-Bildwandler

Agarosegelkammer
Elektrophoreseapparatur

Entwicklermaschine

Filmkassette
Heizplatte
Homogenisator

Hyperfilm

Magnetriihrer

Mikroskope

Objekttriager
pH-Meter

Pipetten
Schwenktisch
Spektrophotometer
Stromquelle
Thermocycler
Transferapparat

Transfermembran

Molecular Imager Gel Doc XR System (Biorad,
Miinchen)

Sub-Cell GT (Biorad, Miinchen)
Mini-PROTEAN Tetracell (Biorad, Miinchen)

Amersham Hyperprocessor (GE Healthcare,
Miinchen)

BAS Cassette 2025 (Fujifilm, Kleve)
Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)
Diax 900 (Heidolph, Schwabach)

Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare,
Miinchen)

MR 3001 (Heidolph, Schwabach)
Axio Imager.A1 (Zeiss, Miinchen)
Axiover 40 CFL ( Zeiss, Miinchen)
MZ7s (Leica, Wetzlar)

Thermo Scientific, Schwerte

Inolab pH 720 (WTW, Weilheim)
verschiedene (Eppendorf, Hamburg)
L40 (Labinco, Breda, Niederlande)
2001 (Anthos, Krefeld)

Power Pac Basic (Biorad, Miinchen)
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg)

Mini Trans-Blot Cellfer (Biorad, Miinchen)

Immobilon-P Transfer Membrane (Millipore,
Schwalbach)
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Vortexer

Waage
Whatman-Papier
Zentrifuge

96-Well-Platte

Reax top (Heidolph, Schwabach)

BP 2100S (Sartoris, Gottingen)
Biometra, Gottingen

Centrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg)

Microtest TM96 Zellkulturplatte (Becton
Dickinson, Heidelberg)

Tabelle 1: Gerite und Hilfsmittel.

1.2. Chemikalien

Chemikalie Name und Firma

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 (Roth, Karlsruhe)
Agarose Biozym, Oldendorf

APS Sigma, Steinheim

Biorad Protein Assay

Bromphenolblau

BSA
ddH,O

dH,O

DirectPCR” Lysis Reagent
DNA-Gro6Benstandard

ECL

Eosin
Ethanol
Goat Serum
Hémalaun
Héamatoxylin
HCl

Histoclear

30% H,0,

Biorad, Miinchen

Bromphenol blue sodium salt (Sigma,
Steinheim)

Cohn V fraction (Sigma, Steinheim)
Aqua ad injectabilia (Diaco, Naila)

Aqua Delta Select Spiillosung (Delta Select,
Miinchen)

Peqlab, Erlangen
DNA-Leiter-Mix (Peqlab, Erlangen)

Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagents (GE Healthcare, Miinchen)

Chroma, Miinster

Apotheke MRI

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Roti-Histol (Roth, Karlsruhe)

Merck, Darmstadt
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Isofluran

Tween

Magermilchpulver

NP-40

PBS-Pulver

Pertex

PFA

Protease Inhibitor Cocktail
Proteinase K

Protein-GroBlenstandard

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Phosphatase Inhibitor Cocktail 11
Rabbit Serum

RedTaq ReadyMix

SDS

TEMED

Forene (Abbott, Wiesbaden)

Tween 20 (Roth, Karlsruhe)

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

Instamed PBS Dulbecco (Biochrom AG, Berlin)
Medite, Burgdorf

Apotheke MRI

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

Precision plus protein™ standard (Biorad,
Miinchen)

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
SDS Ultra pure (Roth, Karlsruhe)

Sigma, Steinheim

Tabelle 2: Chemikalien.

Folgende Chemikalien wurden in analysereiner Qualitit (p.a..) von der Firma Sigma (Steinheim)
bezogen: CaCl,, EDTA, Ethidiumbromid, Glycin, HEPES, KCI, KH,PO4, NaCl, Na,HPO,

B-Mercaptoethanol.

Folgende Chemikalien wurden in analysereiner Qualitit (p.a.) von der Firma Roth (Karlsruhe)
bezogen: Glycerin (Glycerol), Methanol, Tris-Base, Tris-HCI.

1.3. Kommerziell erhiltliche Kits

Kit

Firma

Ras Activation Assay Kit

Vectastain ABC-Kit (Standard)

DAB/N1 Peroxidase Substrate Kit

Vector, Burlingame, USA
Biomol, Hamburg

Vector, Burlingame, USA

Tabelle 3: Kommerziell erhiltliche Kits.
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1.4. Puffer und Losungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

Antigendemaskierungslésung, pH 8,0

IP-Puffer/Lysispuffer
Lagerung bei 4 °C

Laemmli-Ladepuffer (5x), pH 6,8

Laufpuffer (10x), pH 8,3

PBS (10x), pH 7.4

PBST

4 %iges PFA

Proteinase K-Puffer, pH 7,5

Sammelgelpuffer, pH 6,8

Stripping-Puffer, pH 2,0

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (50x),
pH 8,5

1 mM EDTA

50 mM Hepes, pH 7,9

150 mM NaCl

1 mM EDTA, pH 8,0

0,5 % NP-40

10 % Glycerin

Kurz vor der Lyse zugeben:

ImM DTT

0,2 mM PMSF

1 % Protease Inhibitor Cocktail

1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail |
1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail 11

10 % SDS

50% Glycerin

300 mM Tris-HCl
0,05% Bromophenolblau
5% B-Mercaptoethanol

30 g Tris-Base

144 g Glycin

10 g SDS

Auf 11 mit dH,O auffiillen

80 g NaCl

2 gKCl

14,4 g Na,HPO,

2,4 g KH2P04

Auf 1 I mit dH,O auffillen

PBS (10x)
0,1% Tween-20

20 ml 8 %iges PFA
20 ml PBS

20 mM CacCl,

10 mM Tris-Base
50 % Glycerin
1% Proteinase-K

0,5 M Tris-HCI1
Auf 100 ml mit dH,O auffillen

25 mM Glycin
1 % SDS

0,5M EDTA
2 M Tris-Base
1 M Essigsdure
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TBS (10x), pH 7,6

TBST

Transferpuffer (10x), pH 8,3

Trenngelpuffer, pH 8,8

24,2 g Tris-Base
80 g NaCl
Auf 1 I mit dH,O auffillen

TBS (10x)
0,1 % Tween-20

30 g Tris
144 g Glycin
Auf 1 I mit dH,O auffillen

1,5 M Tris-HCI1
Auf 100 ml mit dH,O auffillen

Tabelle 4: Puffer und Losungen.

1.5. Antikorper

Antikorper Verdiinnung | Quelle Firma

B-actin 1:2000 Maus Sigma, Steinheim

Anti-Hase 1:2000 Ziege Promega, Mannheim

Anti-Maus 1:2000 Schaf GE Healthcare, Miinchen

Bel-X, 1:50 Hase Cell Signaling, Frankfurt

Biotinylierter Anti-Hase 1:500 Ziege Vector, Burlingame, USA

Biotinylierter Anti- 1:500 Ziege Vector, Burlingame, USA

Meerschweinchen

Biotinylierter Anti-Ratte 1:500 Hase Vector, Burlingame, USA

CK-19 1:300 Ratte Hybridoma Bank, Iowa City,

USA

Cox-2 1:200 Ziege Cayman, Ann Arbor, USA

Cyclin D1 1:100 Hase Lab Vision, Dreieich

Glucagon 1:100 Meer- Millipore, Schwalbach
schweinchen

Hsp-70 1:100 Maus Santa Cruz, Heidelberg

Insulin 1:100 Meer- Millipore, Schwalbach
schweinchen

Mcl-1 1:50 Hase Epitomics, Burlingame, USA

MMP-2 1:50 Maus Calbiochem, Gibbstown, USA

Muc5 1:200 Maus Lab Vision, Dreieich

phospho-Jak2 1:100 Hase Epitomics, Burlingame, USA
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Statl
Stat3Y"%

Stat3

Survivin

phospho-Statl

phospho-Stat3

Y705

1:1000 Hase
1:50 (IHC) Hase
1:1000 (WB)

1:1000 Hase
1:500 Hase
1:1000 Hase
1:300 Maus

Cell Signaling, Frankfurt

Cell Signaling, Frankfurt

Santa Cruz, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Tabelle 5: Antikorper.
ICH=Immunhistochemie; WB=Western Blot.

1.6. Primer

Gen Primername Oligonukeleotidsequenz (5°-3’)
Stat3 Stat-3-Pr-A CCTGAAGACCAAGTTCATCTGTGTGAC
Stat-3-Pr-B CACACAAGCCATCAAACTCTGGTCTCC
Ptfla-cre Cred87 GTCCAATTTACTGACCGTACACCAA
P48as1642 CCTCGAAGGCGTCGTTGATGGACTGCA
Kras Kras 3 CCATGGCTTGAGTAAGTCTGC
Kras 5 CGCAGACTGTAGAGCAGCG
Tabelle 6: Primer.
1.7.  Miuse
Maus Kurzbezeichnung Referenz

LSL-Kras®"??
Ptfla-cre®™’

Stat3FlOX/Flox

LSL-Kras®"*";Ptfl a-cre™

Stat3"F;Ptfla-

ex]
cre

LSL-Kras®'?";Stat3"" Ptf1a-cre®™

Stat3"F

GI2D
Kras

Stat3 e

A a
KrastzD;Stat.? pane

(Jackson et al. 2001)
(Nakhai et al. 2007)
(Sano 1999)

Eigene Kreuzung

Eigene Kreuzung

Eigene Kreuzung

Tabelle 7: Mause.
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2. Methoden

2.1. Versuchstiere

2.1.1. Resektion

Die fiir die Versuche in dieser Arbeit verwendeten Miuse wurden nach exakt definierten
Zeitpunkten mittels Isofluran-Narkose getotet und anschlieBend reseziert. Hierzu wurde
das Abdomen der Tiere mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und danach mittels einer
medianen Laparotomie erdffnet. Die Organe wurden entnommen und filir die
Immunhistochemie wie unter 11.2.4.1. beschrieben behandelt. Teile von Kopf, Korpus und
Schwanz des Pankreas wurden fiir die Proteinchemie in Fliissigstickstoff schockgefroren.
Die Schwanzspitze der Méuse wurde fiir die Genotypisierung verwendet. Gewicht, Alter,
Geschlecht und Genotyp der Tiere sowie alle bei der Resektion beobachteten
Auffilligkeiten wurden vermerkt.

Alle Experimente wurden nach den Richtlinien des lokalen Tierschutzkomitees

durchgefiihrt.
2.2.  Molekularbiologische Methoden

2.2.1. DNA-Isolation aus der Mausschwanzspitze

Fir die Isolation genomischer DNA aus der Mausschwanzspitze wurde das
DirectPCR" Lysis Reagent verwendet. 0,5-0,6 cm grofe Schwanzstiicke wurden bei 55 °C
iiber Nacht in je 200-250 ul DirectPCR® Lysis Reagent, komplettiert mit 0,2-0,3 mg/ml
Proteinase K, inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Proben fiir 45 Minuten bei 85 °C
erhitzt und anschlieBend fiir zehn Sekunden zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand

wurde fiir die nachfolgende PCR verwendet.

2.2.2. Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der exponentiellen
Vervielfiltigung eines kurzen, definierten DNA-Abschnitts. Hierzu wird eine hitzestabile
DNA-Polymerase benétigt, die in der Lage ist mit Hilfe zweier Oligonukleotidprimer
einen Einzelstrang zum DNA-Doppelstrang zu polymerisieren. Um eine ausreichende
Menge an DNA zu erhalten sind 12-50 PCR-Zyklen nétig, die automatisiert in einem

Thermocycler durchgefiihrt werden. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten: Denaturierung
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des DNA-Doppelstranges, Anlagerung (Annealing) der Primer und Kettenverldngerung
(Elongation) durch die Polymerase.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zur Bestimmung des Genotyps der
Versuchstiere angewendet.

Das Reaktionsgemisch wurde dabei jeweils wie folgt angesetzt:

- 100 ng/ul DNA

- 1,0 pl PrimerMix (siehe Tabelle 6)
- 12,5 pl RedTaq ReadyMix

- 10,5 pl ddH,O

Die PCR-Proben wurden auf Eis vorbereitet und danach in den vorgeheizten Thermocycler

iiberfiihrt. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte bei folgenden Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung 93°C 5 min.

2. Denaturierung 93°C 1 min.
Annealing 65°C 1 min. 35x
Elongation 72°C 2 min.

3. Terminale Elongation 72°C 10 min.

Der Erfolg der DNA-Amplifizierung wurde anschlieBend mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese tiberpriift.

2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der DNA-Grof3enbestimmung. Hierzu wird ein aus
Agarosepolymeren vernetztes Gel bendtigt, in dem die DNA-Molekiile nach Anlegen einer
elektrischen Spannung bedingt durch ihre eigene negative Ladung von der Kathode zur
Anode wandern. Je kleiner das jeweilige DNA-Molekiil, desto schneller bewegt es sich
durch die Gelmatrix, sodass eine Auftrennung der Stringe nach ihrer Grofle ermdglicht
wird. Die Agarosekonzentration des Gels, die anliegende Spannung und die Zeit, in der das
elektrische Feld anliegt, beeinflussen hierbei die Trennschirfe. Um die aufgetrennte DNA
sichtbar zu machen, wird das Agarosegel mit Ethidiumbromid versetzt. Einzelne
Ethidiumbromid-Molekiile interkalieren wéihrend der Elektrophorese zwischen den Basen

der DNA, wodurch die Fluoreszenz der Substanz im ultravioletten Licht stark erhoht und
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die daran gebundene DNA sichtbar gemacht wird. Ein gleichzeitig mit der DNA
aufgetragener GroBenstandard dient der Grofenbestimmung der Fragmente.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Herstellung des Gels 2 % Agarose in 1x TAE-
Puffer in der Mikrowelle erhitzt und so geldst. AnschlieBend wurde pro 10 ml Gellosung
1 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Die Losung wurde in eine Gelkammer gegossen und
ein Gelkamm eingesetzt. Nach Verfestigung des Gels konnten je 15 pl der in der PCR
amplifizierten DNA-Proben und der GroBenstandard in die Geltaschen pipettiert werden.
Das Gel lief bei einer Spannung von 3-6 V/cm. Im Anschluss an die Elektrophorese
wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht und das Ergebnis mit einer
LCD-Kamera festgehalten. Die GroBenanalyse erfolgte mit Hilfe des Gel Doc XR-

Systems.

2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Proteinextraktion aus Mauspankreasgewebe

Das bei der Obduktion der Mause gewonnene Pankreasgewebe wurde zunichst auf Eis
aufgetaut und danach mit einem Skalpell zerkleinert. Um die Zellen aufzuspalten und die
darin enthaltenen Proteine zu isolieren, wurde das Gewebe anschlieBend mit je 600 ul
Lysispuffer resuspendiert und homogenisiert. Nach einer 30-miniitigen Lagerung auf Eis
wurden die Proben abschlieBend zehn Minuten lang bei 4 °C und 13.200 rpm zentrifugiert.
Der dabei gewonnene Uberstand enthielt die extrahierten Proteine und wurde fiir die

weitere Diagnostik verwendet.

2.3.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Biorad Protein Assay nach der
Bradfordmethode (Bradford 1976). Basis dieser Methode ist die Eigenschaft des Farbstoffs
Coomassie-Brilliantblau ~ G-250 durch  Komplexbildung mit Proteinen sein
Absorptionsmaximum von 465 auf 595 nm zu erhohen. Diese Absorptionsdnderung lésst
sich photometrisch messen und ist ein Mal} fiir die Proteinkonzentration der eingesetzten
Probe.

Auf einer 96-Well-Platte wurde jeweils 1 ul der Probe oder 1 pl des Standards mit
250 pl 1x Bradford-Losung gemischt. Als Standard diente BSA, das verdiinnt mit dH,O in
Form einer Standardreihe (1, 2, 4, 6, 10, 14, 16 und 20 mg/ml) eingesetzt wurde. Mit Hilfe

eines Spektrophotometers wurde die Absorption bei 595nm gemessen. Die
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Proteinkonzentration der Proben konnte anschlieBend durch den Vergleich mit einer aus

den Konzentrationen der Standards gewonnenen Referenzkurve ermittelt werden.

2.3.3. Western Blot Analyse

Im Rahmen des Western Blots werden Proteine auf eine Triagermembran iibertragen
(,,geblottet), um sie immunhistochemisch detektierbar zu machen. Hierzu wird das
Proteingemisch der eingesetzten Proben zunéchst mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und anschlieend auf eine Membran transferiert. Der Proteinnachweis erfolgt dann durch

das Aufbringen spezifischer Primir- und Sekundérantikorper.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe erfolgte mit Hilfe der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Grundlage dieser Methode ist eine aus
Acrylamid und Bisacrylamid bestehende Gelmatrix, in der Acrylamid unter Anwesenheit
von Radikalen in einer Kettenreaktion lange Polymere bildet, die durch Bisacrylamid
vernetzt werden. Als reaktionsbeschleunigend wirken hierbei TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin) und das Radikal APS (Ammoniumperoxiddisulfat). Das im
Uberschuss zugefiigte Detergens SDS (Sodium Dodecylsulfat) bindet an die Proteine, die
so negativ geladen und im angelegten elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Um eine optimale Bandenschérfe im untersuchten Gréfenbereich zu
erzielen, wird die Elektrophorese diskontinuierlich durchgefiihrt. Hierzu wird die
Gelmatrix in zwei horizontal getrennte Bereiche, das weitporige Sammelgel und das
engporige Trenngel, eingeteilt. Je nach Molekulargewicht der nachzuweisenden Proteine
wurden in dieser Arbeit Trenngele mit einem Acrylamidgehalt von 7,5 - 15 % verwendet,
wobei sich der Anteil an Acrylamid umgekehrt proportional zur Proteingrofle verhélt. Die

Mischverhiltnisse der Reagenzien ergaben sich wie folgt:

Trenngele Sammelgel
7,5 % 10 % 12 % 15 %
dH,0 4,9 ml 4,1 ml 3,4 ml 2,5 ml 3,0 ml
Trenn-/Sammelgelpuffer | 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml 1,3 ml
30 % Acrylamid 2,5 ml 3,3 ml 4,0 ml 5,0 ml 750 pul
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 50 ul
APS 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 25 ul
TEMED 15 pl 15 ul 15 pl 15 pl 10 pl

Tabelle 8: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen.
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Als erstes wurde das Trenngel angesetzt, zwischen zwei durch einen Abstandhalter
(Spacer) getrennte Glasplatten gegossen und mit dH,O iiberschichtet. Nach etwa 30
Minuten war das Gel vollstindig polymerisiert und dH,O konnte abgegossen werden. Das
Trenngel wurde mit dem Sammelgel iiberschichtet, in das ein Geltaschenkamm eingesetzt
wurde. Nach weiteren 30 Minuten konnte der Kamm entfernt, die Geltaschen mit dH,0
ausgespiilt und die Gelmatrix in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt werden. Die
Proteinproben wurden mit Laimmli-Puffer versetzt, fiir flinf Minuten bei 95 °C erhitzt und
zehn Sekunden bei 13 200 rpm zentrifugiert. Danach konnten die Proben in die Geltaschen
pipettiert werden. Eine Tasche wurde mit dem ProteingroBenstandard belegt. Die
Apparatur wurde mit Laufpuffer befiillt und die Elektrophorese bei einer Spannung von

70 V im Sammelgel und 90-120 V im Trenngel durchgefiihrt.

Proteintransfer

Nach der Elektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf -eine
Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran iibertragen. Hierzu wurde die Membran zunéchst in
Methanol aktiviert, mit dH,0 gespiilt und zusammen mit Whatman-Filterpapieren und dem
Gel in Transferpuffer dqulibriert. Das Gel und die Membran wurden sandwichartig von
sechs Whatman-Papieren umgeben in die Blotkassette eingelegt und in die mit
Transferpuffer befiillte Blotkammer iiberfiihrt. Der Transfer erfolgte auf Eis bei 350 mA

fiir zwei Stunden.

Proteindetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in TBST gewaschen und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) in 5 % Magermilchpulver in TBST inkubiert. Dies diente der
Blockade der freien Bindungsstellen auf der Membran. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem spezifisch gegen das zu detektierende Protein gerichteten
Primérantikdrper in demselben Puffer bei 4 °C iiber Nacht auf dem Schwenktisch. Am
néchsten Tag wurde die Membran dreimal fiinf Minuten in TBST gewaschen, eine Stunde
bei RT mit dem Sekundérantikorper inkubiert und erneut dreimal fiinf Minuten gewaschen.
Der Sekundérantikdrper ist an ein bestimmtes Enzym, die Meerrettichperoxidase,
gekoppelt, welche in Verbindung mit Luminol eine Chemolumineszenzreaktion
katalysiert. Dabei entsteht Licht, das auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden
kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu ECL-Losung nach Angaben des

Herstellerprotokolls verwendet und das Signal auf Hyperfilm mit dem Amersham
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Hyperprocessor festgehalten. Die belichteten Stellen auf dem Film entsprachen dem
gesuchten Protein.

Falls vom Hersteller im Primédrantikorperprotokoll empfohlen, wurde PBST oder BSA
anstelle von TBST verwendet.

Zur Demonstration der gleichmdBigen Proteinbeladung detektierten wir das ubiquitér
vorkommende Zytoskelettprotein B-actin jeweils auf derselben Membran. Hierzu wurde
die Membran 30 Minuten bei RT in Stripping-Puffer und danach eine Stunde in 5 %
Magermilchpulver in TBST gewaschen. AnschlieBend konnte die Membran mit dem

B-actin-Antikorper inkubiert werden.

2.4. Histochemische Methoden

2.4.1. Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten

Die bei der Resektion der Méuse gewonnenen Organe wurden {iber Nacht in 4 %igem PFA
fixiert. Das PFA wurde am nichsten Tag gegen PBS ersetzt und die Proben ins Institut fiir
Pathologie der Technischen Universitdt Miinchen {iberfiihrt. Dort erfolgte die weitere
Behandlung und Einbettung der Organe in Paraffin. Die dabei entstandenen Paraffin-
Gewebeblocke wurden dann mit dem Mikrotom geschnitten, wobei 3-4 um diinne Schnitte
angefertigt wurden. Die Gewebeschnitte wurden zunédchst in ein 40 °C heifles Wasserbad
iiberfiihrt, um das Paraffin zu strecken. Danach konnten sie auf einen Objekttrager platziert

und iiber Nacht luftgetrocknet werden.

2.4.2. Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (H.E.-Firbung)

Die Héamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung) dient der Anfarbung und Differenzierung
einzelner Gewebe- und Zellkomponenten im feingeweblichen Schnitt. Hierfiir werden
zwei Farbstoffe bendtigt: Himatoxylin und Eosin. Der pflanzliche Farbstoff Hamatoxylin
entwickelt seine farberischen Eigenschaften in Form des basischen Hdmalauns. Dieses
farbt alle sauren, basophilen Strukturen blau, insbesondere die Zellkerne mit der darin
enthaltenen DNA. Eosin, ein synthetischer saurer Farbstoff, farbt hingegen alle basischen,
azidophilen Strukturen, wozu vor allem die Zytoplasamproteine gehdren, rot an.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Paraffin-Gewebeschnitte fiir die H.E.-Fiarbung
zunichst zweimal flinf Minuten in Histoclear entwachst. Danach erfolgte die Inkubation in
einer absteigende Alkoholreihe aus Ethanol (2x100 % — 2x96 % — 2x70 %) fiir jeweils drei

Minuten gefolgt von der zehnminiitigen Farbung mit Himalaun. AnschlieBend wurden die
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Schnitte zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser gespiilt und danach flinf Minuten
mit 0,33 %igem ethanolischem Eosin gefarbt. Nach einer Spiilung in 96 %igem Ethanol
und Isopropanol fiir jeweils 25 Sekunden wurden die Proben abschliefend zweimal drei
Minuten mit Histoclear inkubiert. Danach konnten die Schnitte mit Pertex fixiert werden

und tiber Nacht lufttrocknen.

2.4.3. Immunhistochemie

Das Verfahren der Immunhistochemie dient dem Proteinnachweis und der -lokalisation im
histologischen Schnittpréparat. Hierzu werden spezifische, gegen das gesuchte Protein
gerichtete Antikorper verwendet. Diese sind an ein Detektionssystem gekoppelt, das die
immunchemische Reaktion und somit das Protein im Prédparat sichtbar macht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Enzym-Immunglobulin-Komplex-Methode mit Hilfe
der Labeled-Strept-Avidin-Biotin-(LSAB) Technik angewendet. Die Methode basiert auf
der starken Affinitét des Vitamins Biotin zum Glykoprotein Avidin.

Zunichst wird ein an das zu detektierende Protein bindender Primérantikorper aufgetragen.
Dieser reagiert in einem zweiten Schritt mit einem Biotin-gekoppelten Sekundérantikdrper.
Der Sekundérantikdrper wiederum bindet an einen Avidin-Enzym-Komplex, welcher im
dritten Schritt hinzugegeben wird. Durch die abschlieBende Inkubation mit einer
chromogenen Substratldsung entsteht schlieBlich ein farbiges Reaktionsprodukt, welches
das Protein sichtbar macht.

Zur Vorbereitung der Schnitte auf die immunhistochemische Farbung erfolgte zunichst
die Deparaffinisierung in Histoclear fiir zweimal fiinf Minuten, gefolgt von der
Rehydratation in einer absteigende Alkoholreihe aus Ethanol (2x100 % — 2x96 % —
2x70 %) fiir jeweils drei Minuten. Da bei der Fixierung Quervernetzungen zwischen den
Proteinen, also den Antigenen des Schnittpriparats, entstehen, ist eine Demaskierung der
Antigene notwendig. Diese erfolgte mit Hilfe von Antigendemaskierungslosung in der
Mikrowelle bei 600 W fiir zehn Minuten. Nach Abkiihlung der Schnitte bei RT fiir 20
Minuten wurden sie zweimal fiinf Minuten mit dH,O gespiilt. Um die endogene
Peroxidase zu blocken wurden die Proben anschlieBend bei RT fiir 15 Minuten mit
3 %igem H,O, inkubiert und danach einmal fiinf Minuten mit dH,O und zweimal drei
Minuten mit TBST gespiilt. Zur Blockade der unspezifischen Bindungsstellen wurden die
Schnitte anschlieBend in TBST mit 5 % Ziegen- oder Hasenserum, je nach Angaben des
Primérantikdrperprotokolls, fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Danach wurde der

Primérantikdrper in demselben Puffer hinzugegeben und die Proben {iber Nacht bei 4 °C
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im Kiihlschrank aufbewahrt. Am néchsten Tag wurden die Praparate dreimal drei Minuten
mit TBST gespiilt und anschlieBend fiir eine Stunde bei RT mit dem biotinylierten
Sekundérantikdrper im Primérantikdrperpuffer versetzt. Nach einer Waschung mit TBST
fiir dreimal drei Minuten konnten die Proben fiir 30 Minuten mit Vectastain ABC-Losung
nach Angaben des Herstellerprotokolls inkubiert werden. Die Losung enthilt den Avidin-
Biotinperoxidase-Komplex (ABC), der den biotinylierten Sekunddrantikorper bindet. Im
Anschluss wurden die Proben dreimal drei Minuten mit TBST gewaschen und mit
Diaminobenzidin (DAB)-Losung nach Herstellerprotokoll fiir drei Minuten versetzt. DAB
fungiert hierbei als chromogenes Substrat fiir die Biotinperoxidase und fiihrt so zur
Anfirbung des Immunkomplexes und dariiber zur Detektion des Proteins. Abschlieend
wurden die Proben in dH,O gewaschen, mit Himatoxylin kurz gegengeférbt und in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (2x70 % — 2x96 % — 2x100 %) fiir je drei Minuten dehydriert.
Nach Behandlung mit Histoclear fiir fiinf Minuten konnten die Schnitte mit Pertex
eingedeckt werden.

Falls vom Hersteller im Primédrantikorperprotokoll empfohlen, wurde PBST anstelle von

TBST verwendet.
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III. ERGEBNISSE

1. Pankreasspezifische Inhibition des Stat3-Signalwegs in der Maus

1.1.  Generierung einer pankreasspezifisch Stat3-defizienten Mauslinie Star3*"

unter Anwendung des Cre/loxP-Rekombinationssystems

Zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, welche Funktion der in konstitutiv aktiver Form
bereits in humanen Pankreaskarzinomen nachgewiesene Trankriptionsfaktor STAT3 in der
pankreatischen Onkogenese einnimmt. Zur Anndherung an die Beantwortung dieser Frage
etablierten wir eine Maus, in der eine pankreasspezifische Inaktivierung des Stat3-
Signalwegs vorliegt. In einem zweiten Schritt untersuchten wir dann den Effekt dieser

GI2D_Tumormodell.

Stat3-Ablation auf die PanIN-Entwicklung im murinen Kras
Die Aktivierung von Stat3 erfolgt durch die Jak-vermittelte Phosphorylierung des
Proteins am Tyrosinrest 705 unter Bildung von phospho(p)-Stat3”’® (Aaronson et al.
2002). Um die Expression von p-Stat3"’”> und dariiber die Stat3-vermittelte
Signaltransduktion spezifisch im Pankreas zu inhibieren, machten wir uns die unter 1.2.1.
beschriebene Cre/loxP-Strategie zu Nutze.
Es wurden zwei Mauslinien bendtigt: Eine Star3""*""* (Stat3"F)-Maus und eine die Ptfla-
Cre-Rekombinase exprimierende Maus (Ptfla-cre®™). Die Stat3”"-Maus wurde uns von
der Arbeitsgruppe um Akira zur Verfiigung gestellt (Sano 1999). In dieser Maus wurden in
allen kernhaltigen Zellen loxP-Sequenzen in die Introns 21 und 22 beider Allele des Stat3-
Gens integriert. Die so modifizierten Allele werden jeweils als Stat3” bezeichnet. Wie
Abbildung 7 zeigt, flankieren die loxP-Sequenzen auf dem Star3"-Allel das Exon 21, das
fiir den Tyrosinrest 705 des Stat3-Molekiils kodiert. Wir kreuzten die Stat3”"-Maus mit
der unter 1.2.2. bereits beschriebenen Ptfla-cre®’-Maus (Nakhai et al. 2007). In den aus
der Kreuzung dieser beiden Mauslinien hervorgehenden Nachkommen wurde die Exzision
des loxP-markierten Exons 21 auf beiden Stat3-Allelen durch die Cre-Rekombinase erzielt
(vergleiche Abbildung 7). Da die Cre-Rekombinase nur in Zellen aktiv ist, die den Ptfla-
Promotor exprimieren, wird die Bildung des durch das Exon 21 kodierten Tyrosins 705 des
Stat3-Molekiils auf diesem Wege spezifisch und ausschlieBlich in Zellen des exokrinen
und in Teilen des endokrinen Pankreas verhindert. Das durch das Fehlen des Tyrosinrests
verkiirzte Stat3-Protein wird auch als Stat3**™ bezeichnet. Die resultierende Mauslinie

Stat3"";Ptfl a-cre®™ wird Stat3*7*" genannt.
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Uber die Deletion des Tyrosinrests 705 geht die Phosphorylierungsstelle des Molekiils
verloren, sodass kein p-Stat3¥’*-Protein mehr gebildet werden kann. Stat3 ist folglich
nicht mehr in der Lage, in den Nukleus zu translozieren und dort als Initiator der
Transkription bestimmter Zielgene zu fungieren. Somit konnten wir die Stat3-vermittelte
Signaltransduktion =~ unter =~ Anwendung  des  Cre/loxP-Rekombinationssystems

pankreasspezifisch im Mausmodell inaktivieren.

Exon 21
Exon 21
loxP loxP

stat

+ Ptf1a-creex?

loxP

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung der Stat3"7*"*-Linie.

Um die Effizienz der Ptfla-Cre-vermittelten Stat3-Mutation auf DNA-Ebene zu
{iberpriifen, bestimmten wir mittels PCR den Genotyp der aus der Kreuzung von Stat3™"-
und Ptfla-cre®™ -Miusen hervorgehenden Nachkommen. Die DNA isolierten wir aus der
Schwanzspitze der Méduse. Verwendete Primer waren die Stat3-Primer A und B, die eine
Unterscheidung zwischen Wildtyp- und am Exon 21 gefloxtem Staz3-Allel ermdglichen,
sowie ein Primer, der das Ptfla-cre-Transgen auf der DNA nachweist (vergleiche Tabelle
6).

Wie Abbildung 8 zeigt ergaben sich drei mogliche Genotyp-Kombinationen. Alle Miuse

“!_Miuse weisen in der

sind homozygot fiir das Ptfla-cre-Transgen. Stat3"";Ptfla-cre
PCR-Analyse nur die Bande fiir das Stat3-Wildtyp-Allel auf und sind daher homozygot fiir
dieses Allel. Sie wurden in den folgenden Experimenten als Kontrollgruppe verwendet.
Stat3™™Pifla-cre®™ -Miuse weisen auf einem Star3-Allel den Wildtyp-Genotyp auf,
wohingegen auf dem zweiten Allel Exon 21 gefloxt ist. Ziel unsere Verkreuzung waren die
fir das am Exon 21 gefloxte Stat3-Allel homozygoten Mausnachkommen

Stat3*™;Ptfla-cre®™, die kurz als Stat3""“" bezeichnet werden. Nur in diesen Mausen ldsst

29



ERGEBNISSE

sich eine Deletion des Exons 21 auf beiden Allelen des Stat3-Gens spezifisch im Pankreas

erzielen. Sie bildeten daher die Basis unserer weiteren Versuche.

+H+ +A  AIA
stars 'z Z [ —

Ptfla-cre — st Sl S

Abbildung 8: PCR-Analysen der genetisch modifizierten Allele in den aus der Kreuzung von
Stat3"""*_ und Ptfla-cre*'-Miusen hervorgehenden Nachkommen.
loxP=gefloxtes Allel; wt=Wildtyp-Allel.

Apanc
tI’

1.2.  Biochemische und morphologische Charakterisierung von Sta -Méusen

1.2.1. Proteinchemischer Nachweis fehlender pankreatischer Stat3*’*°-Expression

Um den Erfolg der Ptfla-Cre-vermittelten Exzision des Exons 21 des Stat3-Gens auf
Proteinebene zu validieren, verglichen wir aus dem Pankreasgewebe flinf Wochen alter
Stat3"";Ptfla-cre™ (Stat3"")- und Stat3**;Ptfla-cre™ (Stat3*"“")-Miduse gewonnene
Proteinlysate im Western Blot.

Wie Abbildung 9 =zeigt verwendeten wir hierbei zum Nachweis von Stat3 zwei
unterschiedliche Antikorper. Der Stat3”'*>-Antikorper ist spezifisch gegen den am
C-Terminus befindlichen Tyrosinrest 705 des Stat3-Proteins gerichtet. Durch die Ptfla-
Cre-vermittelte homozygote Deletion des Exons 21 des Stat3-Gens im exokrinen und in
Teilen des endokrinen Pankreas der Star3***"*-Linie fehlt dem zugehdrigen Stat3-Molekiil
dieser Tyrosinrest. Folglich kann der Antikorper dort kein Protein binden, woraus im

Western Blot eine deutlich abgeschwichte pankreatische Stat3”'"

-Expression in
Stat3**"- im Vergleich zu Star3""-Miusen resultiert. Dies beweist, dass die Exzision des
Exons 21 durch die Ptfla-Cre-Rekombinasse tatsdchlich in einem Verlust des fiir die
Proteinphosphorylierung essentiellen Tyrosinrests 705 in Stat3**"“-M#usen resultiert.

Der zweite verwendete Stat3-Antikorper ist gegen ein Peptid am N-Terminus des Stat3-
Molekiils gerichtet. Er ist dazu in der Lage, das durch die Ptf1a-Cre-vermittelte Stat3-
Genmutation unaffektierte Stat3-Restprotein nachzuweisen. Folglich ergibt sich, wie

Abbildung 9 zeigt, bei Anwendung dieses Antikorpers im Western Blot ein anndhernd

gleich hohes Stat3-Proteinlevel im Pankreas der Stat3***- im Vergleich zur Star3™"-Linie.
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Das Fehlen des Exons 21 in der Star3*"*"“-Maus resultiert somit nicht in einem kompletten
Stat3-Protein-Verlust, sondern fithrt durch die fehlende Expression des Tyrosins 705
lediglich zur Expression eines verkiirzten Stat3-Proteins, welches auch als Stat3“"*"
bezeichnet wird.

Abbildung 9 veranschaulicht zudem ein gleich hohes Statl-Proteinlevel im Pankreas
beider Mauslinien. Dies beweist, dass die Ptfla-Cre-vermittelte Stat3-Mutation in
Stat3*"**“-Miusen Stat3-spezifisch ist und die Expression anderer Proteine der Stat-Familie

nicht beeintrachtigt.

Stat3™ Stat3"

Stat3"” - -
Stat3 — | . o
stat1 T —
B-actin e e

Abbildung 9: Nachweis der fehlenden Expression des Tyrosinrests 705 des Stat3-Proteins im Pankreas

mit Hilfe eines C-terminal gerichteten Stat3"">-Antikorpers.

Western Blot Analyse der Stat3- und Statl-Expression in pankreatischen Proteinlysaten fiinf Wochen alter
Stat3"" ;Pifla-cre™ (Stat3"")- und Stat3**;Ptfla-cre®™ (Stat3*""‘)-Miuse im Vergleich. Ein N-terminal
gerichteter Antikorper diente dem Stat3-Restproteinnachweis. f3-actin diente als Ladekontrolle.

1.2.2. Charakterisierung des exokrinen und endokrinen Pankreaskompartiments

3Y705 3Apanc

Um zu evaluieren, ob die Inhibition der Stat -Expression in Stat -Méiusen

Auswirkungen auf Morphologie und Physiologie des exokrinen und endokrinen

A
3774~ und

Pankreaskompartiments hat, fertigten wir von aus fiinf Wochen alten Stat
Stat3""*-Miusen isolierten Pankreata Paraffin-Schnitte an.

Zur Anfirbung und Differenzierung der einzelnen Gewebskomponenten wurden die
Schnitte mit H.E. gefdrbt; zur Detektion funktioneller Proteine wendeten wir die Methode
der Immunhistochemie an.

Die in Abbildung 10 veranschaulichte H.E.-Féarbung beweist, dass sich die

3%Panc [ inie nicht von der der Stat3”"-Kontrollmaus

Pankreasmorphologie der Stat
unterscheidet. Das Gewebe der beiden exemplarisch dargestellten Tiere zeigt die
pankreastypische Gliederung in Lappchen, welche durch Bindegewebssepten voneinander

getrennt sind. In beiden Schnittpréparaten findet sich eine Fiille an exokrin aktiven
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basophilen Azinuszellen und hellen zentroaziniren Zellen. Man erkennt interlobulére
Ausfiihrungsgénge sowie die endokrin aktiven Langerhans-Inseln. Daraus lédsst sich

schlieBen, dass die aus der Ptfla-Cre-vermittelten Stat3-Mutation resultierende Inhibition

der Stat3Y’% 3Apanc

-Expression in der Stat -Maus die Morphologie des exokrinen und
endokrinen Pankreaskompartiments nicht beeinflusst.

Um die Funktion des endokrinen Kompartiments zu priifen, fiihrten wir
immunhistochemische Firbungen mit gegen Insulin und Glucagon gerichteten
Primérantikdrpern durch. Wie Abbildung 10 demonstriert, lassen sich im Pankreas der
Stat3*"**-Linie und der Kontrolle Stat3"" dquivalente Mengen an Insulin, das durch die
80 % der Inseln einnehmenden B-Zellen sezerniert wird, sowie an Glucagon, welches von
den am Rand der Inseln lokalisierten a-Zellen produziert wird, nachweisen. Die endokrine
Funktion der Langerhans-Inseln wird durch die Stat3-Mutation somit nicht beeintrichtigt.
Dariiber hinaus wiesen wir ebenfalls immunhistochemisch das Intermediérfilament
Cytokeratin-19 (CK-19), einen duktalen Epithelzellmarker, im Pankreasgewebe beider
Mauslinien nach. Abbildung 10 zeigt, dass die Ausfiihrungsginge der exemplarisch
abgebildeten Star3*7“"-Maus eine mit der Kontrollmaus Star3”" vergleichbare CK-19-
Expression aufweisen.

Zusammenfassend beweisen die Ergebnisse somit, dass Morphologie und Funktion des
exokrinen und endokrinen Pankreas durch eine organspezifische Inhibition der Expression
von phosphorylierbarem Stat3Y’" und die daraus resultierende Inaktivierung der Stat3-
abhiingigen Signaltransduktion in der Maus nicht beeinflusst werden. Die Star3*”“*“-Linie

lasst sich daher fiir die gentechnologisch basierte Analyse des Stat3-Signalwegs in der

pankreatischen Onkogenese verwenden.
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Abbildung 10: Charakterisierung des exokrinen und endokrinen Pankreaskompartiments.
Morphologische (H.E.) und immunhistochemische (Insulin, Glucagon, CK-19) Analysen des
Pankreasgewebes fiinf Wochen alter Star3"";:Ptfla-cre®™ (Stat3"")- und Stat3*";Ptfla-cre®™ (Stat3*"")-
Maiuse im Vergleich. IS=Langerhans-Inseln; schwarze Pfeile kennzeichnen normale Pankreasginge
(200-fache VergroBerung).
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2. Nachweis der Aktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras®'*’-

Mausmodell

2.1.  Proteinchemischer Nachweis pankreatischer phospho-Stat3Y’"

GI12D

-Expression in

Kras -Mausen

Uber die genaue Bedeutung des Stat3-Signalwegs in der Onkogenese des Pankreas ist
bisher nichts bekannt. Um herauszufinden, ob Stat3 Einfluss auf die Entwicklung und
Progression Kras®'*’-induzierter PanIN-Lisionen hat, untersuchten wir im Folgenden

zuniichst, ob der Stat3-Signalweg im Kras®'?"

-Mausmodell tiberhaupt aktiviert ist.

Wir kreuzten die uns von Tuveson und Kollegen zur Verfiigung gestellte
LSL-Kras®'*’-Linie (Hingorani et al. 2003a) mit der Ptfla-cre’-Maus (Nakhai et al.
2007). Es resultierte die unter 1.2.2. beschriebene LSL-Kras®'*;Ptfla-cre®™ (Kras®'*")-
Tumormodellmaus. Diese entwickelt, wie unter 1.2.2. dargelegt, alle drei PanIN-Stadien
sowie nach einer langeren Latenzzeit auch invasive metastatische duktale Adenokarzinome

(Hingorani et al. 2003a).

Im Western Blot konnten wir, wie Abbildung 11A veranschaulicht, sowohl im Pankreas

GI12D 3Y705

neun als auch 13 Wochen alter Kras~”'~~“-Méuse die Expression von p-Stat - sowie von
unphosphoryliertem Stat3-Protein nachweisen. Dieser Nachweis der Stat3-Prisenz im
in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese fiihrt zu der Annahme, dass Stat3 in die

Kras®"?P-induzierte Entartung duktaler Zellen involviert sein konnte.

2.2. Expression von Effektor- und Zielproteinen des Jak2/Stat3-Signalwegs im

GI12D

Kras -Mausmodell

Im Folgenden iiberpriiften wir die Aktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras®'?’-

Mausmodell auf histochemischer Ebene.

Das Pankreas 13 Wochen alter Kras®’*’-Miuse offenbart pankreatische intraepitheliale
Neoplasien (PanINs) (vergleiche Abbildung 11B, schwarze Pfeile). Diese sind an einer
lokalen Zunahme der Ausfiihrungsgangzahl erkennbar. Die epithelialen Zellkorper dieser
Ginge erscheinen verldngert und weisen einen erhohten Anteil an supranukledrem
muzinhaltigem Zytoplasma auf. Das normalerweise flache Wachstumsmuster geht zudem
zunehmend in eine papilldre Architektur liber. Diese Charakteristika fithren am ehesten zur
Klassifikation der Lésionen als PanIN-1A bis -B. Zusétzlich zeigt sich in den exemplarisch
dargestellten Prédparaten ein flir das Pankreaskarzinom typisches, die PanIN-Lisionen

umgebendes desmoplastisches Stroma.
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Um zu priifen, ob in diesen PanIN-Lisionen der Kras®'?”

-Mauslinie eine Aktivierung des
Stat3-Signalwegs nachweisbar ist, flihrten wir immunhistochemische Féarbungen durch.
Wie Abbildung 11B zeigt, exprimieren sowohl die duktalen Zellen im Bereich der PanIN-

Lisionen als auch Azinuszellen der exemplarisch dargestellten Kras®'*”

-Maus am Tyrosin
705 phosphoryliertes und damit potentiell transkriptionell aktives Stat3-Protein
(p-Stat3”’*). Dariiber hinaus lisst sich im Bereich der PanINs und in den umgebenden
Azini (vergleiche Abbildung 11B, schwarze Sterne) das in der Signaltransduktion Stat3
vorgeschaltete phosphorylierte Jak2-Protein (p-Jak2) nachweisen.

Zudem veranschaulicht Abbildung 11B die Expression diverser Stat3-Zielproteine in 13

Wochen alten Kras®??

-Méusen. Die Transkription der fiir die jeweiligen Proteine
kodierenden Gene wird durch p-Stat3*’® induziert (Yu et al. 2009). Sowohl in PanIN-
Liasionen als auch in Azinuszellen und teilweise in infiltrierenden Zellen konnten wir
Cyclin D1, Survivin sowie die zur Bcl-2 (B-cell lymphoma-2)-Familie gehdrigen Molekiile
Bel-Xp und Mcl-1 (myeloid cell lymphoma-1) nachweisen. Auch das pro-
inflammatorische Protein Cox-2 (Cyclooxygenase-2) und das pro-angiogenetische Molekiil
MMP-2 (Matrix Metalloproteinase-2), die ebenfalls in ihrer Expression durch Stat3
gesteigert werden, lieBen sich in prianeoplastischen Lisionen und Azini 13 Wochen alter

GI2D

Kras™ “~-Maiusen detektieren. Dariiber hinaus konnten wir die Bildung des ebenfalls Stat3-

12D v - - .
¢ -Linie demonstrieren

abhéngigen Hsp (heat shock protein)-70 in PanINs der Kras
(vergleiche Abbildung 11B).

Zusammenfassend belegen unsere Versuche erstmals, dass am Tyrosin 705
phosphoryliertes Stat3-Protein selbst, das in der Signaltransduktion Stat3 vorgeschaltete
p-Jak2 sowie zahlreiche im Rahmen des Jak2/Stat3-Signalwegs in ihrer Expressionsrate
gesteigerte Proteine in PanIN-Lisionen und pankreatischen Azinuszellen von Kras®'*"-
Tumormodellmiusen induziert sind. Den Einfluss dieser Aktivitit des Stat3-Signalwegs
auf die Kras®'*"-vermittelten Entartung duktaler Zellen beleuchteten wir in den folgenden

Experimenten.
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Abbildung 11: Nachweis der Aktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras®*’-Mausmodell.

A: Biochemischer Nachweis pankreatischer phospho(p)-Stat3”’®*- und Stat3-Expression im Pankreas neun
und 13 Wochen alter Kras®'?’-Miuse.

B: Immunhistochemischer Nachweis von p-Stat3, p-Jak2 sowie Stat3-abhédngiger Proteinen in PanIN-
Lisionen und Azinuszellen 13 Wochen alter Kras®?P-Miuse. Schwarze Pfeile kennzeichnen PanINs;
schwarze Sterne kennzeichnen Azini (200-fache VergroBerung).
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G12D_Mausmodell

3. Inaktivierung des Stat3-Signalwegs im Kras
3.1. Generierung der pankreasspezifisch Stat3-defizienten Tumormodellmaus

GI12D A,
Kras” " ;Stat3™"""¢

Um die Auswirkungen der gezeigten Aktivitit des Stat3-Signalwegs auf die Kras®'*’-

vermittelte pankreatische Onkogenese im Mausmodell herausstellen zu kdnnen, etablierten
wir im Folgenden eine pankreasspezifische Inaktivierung der Stat3-abhingigen
Signaltransduktion in Kras®'?"-exprimierenden Mausen.

Hierzu wurden erneut zwei Mauslinien benétigt: Die LSL-Kras®'??;Ptfla-cre™
(Kras®'??)-Tumormodellmauslinie, welche unter 1.2.2. und IIL.2. charakterisiert wurde,
sowie die unter Abschnitt II1.1. dargestellte Star3”";Ptfla-cre®™ (Stat3*P*")-Linie.

Aus der Kreuzung dieser beiden Mauslinien ging die LSL-Kras®'??;Stat3"";Ptfla-cre™'-
Maus, die als Kras®P;Stat3*7"" bezeichnet wird, hervor. Diese Mauslinie sollte nun

sowohl die pankreasspezifische Kras®'?’

-Mutation, die zur Entwicklung der
charakteristischen pankreatischen préneoplastischen Lidsionen fiihrt (Hingorani et al.
2003a), als auch die durch die Ptf1a-Cre-vermittelte Deletion des Exons 21 des Stat3-Gens

3Y7% ynd die damit

hervorgerufene fehlende Expression von phosphorylierbarem Stat
verbundene Inhibition der Stat3-abhingigen Signaltransduktion im Pankreas (vergleiche
Abschnitt III.1.1.) aufweisen.

Um zu priifen, ob diese Charakteristika tatsichlich auf die durch uns generierte
Kras®'?P;Stat3*"*"“-Maus zutreffen, verglichen wir diese im Rahmen der folgenden
Untersuchungen mit einer nicht Stat3-defizienten LSL-Kras®'?;Ptfla-cre®™ (Kras®'*P)-

Kontrollmaus auf morphologischer und biochemischer Ebene.

3.2. Biochemische und morphologische Charakterisierung von Kras®*;Star3""*"-

Miusen

3.2.1. Proteinchemischer Nachweis fehlender pankreatischer Stat3Y’*>-Expression

Zunichst analysierten wir das Pankreasgewebe neun Wochen alter Kras®'?”;Star3**"-
Miuse auf die Expression von Stat3-Protein im Western Blot. Der verwendete Stat3-
Primérantikrper war der unter III.1.2. beschriebene, C-terminal gerichtete Stat3™ -
Antikorper, der spezifisch an den durch das Exon 21 kodierten Tyrosinrest 705 des Stat3-
Molekiils bindet.
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Wie Abbildung 12A veranschaulicht, exprimieren neun Wochen alte Kras®*"-

Kontrolltiere Stat3Y’*-Protein im Pankreas. Im Vergleich dazu weist das Gewebe der

3Y7%_Pproteinlevel auf.

gleich alten Kras®'??;Star3*""-Miuse ein deutlich reduziertes Stat
Dies beweist den Erfolg der pankreasspezifischen, Ptf1a-Cre-vermittelten Exzision des fiir
den Tyrosinrest 705 kodierenden Exons 21 des Stat3-Gens in der von uns generierten

Kras®'?P:Star3*"""Linie.

3.2.2. Proteinchemischer Nachweis von konstitutiv aktivem K-Ras-Protein

Die Kras®'’’-Mutation fiihrt iiber die reduzierte Umwandlung von aktivem, GTP-
gebundenem K-Ras in die inaktive, GDP-korrelierte Form zu einer konstitutiven,
zellproliferativen K-Ras-Proteinaktivitit (Bos 1989).

Um herauszufinden, ob die Auspragung der G12D-Mutation durch die zusétzliche Deletion
des Exons 21 des Stat3-Gens im Pankreas der Kras®'?”;Stat3*'““-Maus beeintrichtigt
wird, filhrten wir das Ras-Aktivierungsassay mit Hilfe des Ras Activation Assay Kits
durch. Das Assay beruht auf der hochspezifischen Bindung der Ras-bindenden Doméne
(RBD) des Proteins Raf-1 an GTP-korreliertes Ras-Protein.

Nach Angaben des Herstellerprotokolls wurden pankreatische Proteinlysate beider
Mauslinien jeweils mit dem Raf-1 RBD Agarose enthaltenden Ras Assay Reagenz
versetzt. Danach erfolgte die Detektion des Ras-RBD-Komplexes mit Hilfe eines Ras-
Antikorpers im Western Blot. Auf diesem Wege lie3 sich aktives, GTP-gebundenes Ras-
Protein im Pankreas detektieren. Zum Nachweis einer gleichméBigen Proteinbeladung
analysierten wir die Lysate zusitzlich ohne die Zugabe von Raf-1 RBD Agarose auf die
Expression von ungebundenem Ras-Protein (panRas).

Abbildung 12B veranschaulicht die Western Blot-Ergebnisse des Assays. Neun Wochen
alte Kras®'?"- und Kras®?";Stat3*"*"“-Miuse zeigen eine nahezu gleich hohe Expression
von RBD- und damit GTP-gebundenem Ras-Protein im Pankreas. Die etwas schwichere
Ras-RBD-Expression in der Kras®'??;Stat3*"*"-Linie ldsst sich auf eine, an der panRas-
Expression ablesbare, leicht reduzierte Proteinbeladung im Vergleich zu den
Kontrollméusen erkldren. Die Ras-Aktivitdt ist demnach in beiden Mausen gleich hoch.
Daraus lésst sich schlieen, dass die zusétzliche pankreasspezifische Mutation des Stat3-
Gens in der Kras®'";Stat3*"*"*-Maus keinen Einfluss auf die Expression von PanIN-

induzierendem, konstitutiv aktivem, GTP-gebundenem K-Ras-Protein hat.
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3.2.3. Untersuchungen zur Stat3-Phosphorylierung am Tyrosinrest 705

Wie Abbildung 12A beweist, bewirkt die Ptf1a-Cre-vermittelte Deletion des Exons 21 des
Stat3-Gens eine fehlende Expression des Tyrosinrests 705 des Stat3-Molekiils im Pankreas
der Kras®'??;Stat3*"*"-Linie. Dieser Tyrosinrest wird im Rahmen des Stat3-Signalwegs
normalerweise p-Jak2-abhingig phosphoryliert, wodurch die Dimerisierung und
anschlieBende Translokation von Stat3 in den Nukleus ermoglicht wird. Im Zellkern agiert
3Y705

p-Stat
(Schindler et al. 2007).

als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression bestimmter Zielgene

Mittels Western Blot analysierten wir die Expression von am Tyrosin 705
phosphoryliertem Stat3-Protein. Abbildung 12C demonstriert das nahezu vollstindige
Fehlen der friihzeitigen, nach neun und 13 Wochen nachweisbaren, Stat3-
Phosphorylierung in pankreatischen Proteinlysaten von Kras®'?”;Star3**"“-Mzusen im

GI2D

Vergleich zu Kras”'“~-Kontrolltieren. Dies beweist, dass die fehlende Expression von

Stat3""% tatsichlich in einer Inhibition der Phosphorylierung des Proteins im Pankreas der
Kras®'?P:Star3*""Linie resultiert.
Am Tyrosinrest 701 phosphoryliertes Statl-Protein hingegen lésst sich, wie Abbildung

GI2D

12C veranschaulicht, in neun und 13 Wochen alten Tiere sowohl der Kras” - als auch

der Kras®'*";Stat3*"*"*-Linie nachweisen. Die etablierte genetische Mutation ist demnach
Stat3-spezifisch und beeintriachtigt die Phosphorylierung anderer Proteine der Stat-Familie

nicht.

3.2.4. Analyse des makroskopischen Pankreasaspekts

Um erste Hinweise auf das Ausmall der Entwicklung pankreatischer Neoplasien in

. . . . . 12D
Kras®'?;Stat3*"*"“-Miusen zu gewinnen, verglichen wir die Pankreata von LSL-Kras®'?,

“PP_ und  Kras®?P;Star3*""-Miusen 13 Wochen postpartum makroskopisch

GI2D

Kras
miteinander. Tiere der LSL-Kras™ " -Linie sind nicht dazu in der Lage konstitutiv aktives,
onkogenes K-Rras-Protein zu exprimieren und entwickeln folglich auch keine
praneoplastischen Lisionen und Karzinome im Pankreas (Hingorani et al. 2003a).

GI2D

Abbildung 12D veranschaulicht ein im Vergleich zur LSL-Kras™ “~-Maus nahezu auf das

Doppelte vergroBBertes sowie fokal noduldres und lobuliertes Pankreas der

Tumormodellmaus Kras®'*?

. Diese Verdnderungen lassen sich auf die Entwicklung
praneoplastischer Lédsionen bis hin zu Pankreasadenokarzinomen in pankreasspezifisch

Kras®"?P-exprimierenden Méusen zuriickfiihren (Hingorani et al. 2003a). Das invasive
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Wachstum des neoplastischen Gangepithels und die fibrotische Begleitreaktion sind
hierbei fiir den raumfordenden Effekt verantwortlich.

Die exemplarisch dargestellte Kras®'?”;Stat3*"*"*-Maus hingegen offenbart, obwohl sie

GI12D Gi2D_

ebenfalls die onkogene Kras”'“~“-Mutation und das gleiche Alter, wie die Kras

Kontrollmaus aufweist, ein dhnlich groBes Pankreas wie die LSL-Kras®'?’-Linie. Auch

ermangelt es ihr an der fiir das Kras®'*”

-Mausmodell typischen nodulédren und lobulierten
Parenchymstruktur. Makroskopisch lassen sich somit in der von uns generierten Stat3-
defizienten  Kras®'*";Stat3*"*"*-Maus  keine Hinweise auf die Entwicklung
praneoplastischer oder neoplastischer Verdnderungen im Pankreas finden.

Da der einzige Unterschied zwischen der Kras®'?”;Stat3***- und der Kras®'?"-Linie, wie
Abbildung 12A-C beweist, die fehlende Expression von transkriptionell aktivem
p-Stat3”’? ist, liegt die Annahme nahe, dass eine Inaktivierung des Stat3-Signalwegs
einen maBgeblichen Effekt auf die maligne Progression im murinen Kras®*"-
Tumormodell haben koénnte. Diese Hypothese galt es im Rahmen der folgenden

Experimente zu priifen.
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Abbildung 12: Biochemische und morphologische Charakterisierung Stat3-defizienter
Kras®"*?;Stat3"""“-Miuse im Vergleich zur Kras®"*’-Kontrolltieren.

A: Nachweis der pankreasspezifischen Deletion des Tyrosinrests 705 des Stat3-Proteins mit Hilfe eines C-
terminal gerichteten Stat3"’*-Antikérpers. Western Blot Analyse der Stat3”**-Expression im Pankreas neun
Wochen alter Mause. [3-actin diente als Ladekontrolle.

B: Nachweis von konstitutiv aktivem K-Ras-Protein. Western Blot Analyse der Ras-RBD- und der panRas-
Expression im Pankreas mit Hilfe des Ras-Aktivierungsassays zum Zeitpunkt von neun Wochen.

C: Nachweis fehlender Stat3-Phosphorylierung am Tyrosin 705. Western Blot Analyse der p-Stat3”’*- und
p- p-Stat1Y70'. -Expression in neun und 13 Wochen alten Méusen.

D: Makroskopischer Aspekt des Pankreas beider Mauslinien im Vergleich zur LSL-Kras
Zeitpunkt von 13 Wochen.

12D 1 s
G120 1 inie zum
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4. Einfluss der Inaktivierung von Stat3 auf die PanIN-Entwicklung

im Kras®"*’-Mausmodell

4.1. Verzogerte PanIN-Progression in Kras®*?;Stat3*"*"*-Miusen

4.1.1. Morphologische Charakterisierung der PanIN-Lésionen

. 12D
Miuse des Kras®

-Modells entwickeln zeitabhéngig prineoplastische Lidsionen als
Vorldufer invasiver Adenokarzinome im Pankreas. Diese treten erstmals zum Zeitpunkt
von neun Wochen in Form einzelner PanIN-1A und -1B-Lésionen neben reaktiven
Ausfiihrungsgéngen auf. Mit steigendem Alter der Tiere nimmt sowohl der PanIN-Grad als
auch das Ausmal} der fibrotischen Begleitreaktion des umgebenden Pankreasgewebes
deutlich zu. Ab einem Alter von etwa 18 Wochen treten die ersten PanIN-3-Lisionen in

GI2D

Kras”'“~-Maiusen auf (Hingorani et al. 2003a).

Im Folgenden wollten wir den Einfluss der aus der fehlenden Expression von p-Stat3Y "
resultierenden Inaktivierung des Stat3-Signalwegs auf diese altersabhéngige PanIN-
Progression in der unter IIL.3. charakterisierten Kras®'*’;Stat3*”*“-Maus untersuchen.
Hierzu analysierten wir zundchst die Pankreasmorphologie der beiden Mauslinien
Kras®"?P und Kras®'?”;Stat3*"*" im Vergleich. Abbildung 13A prisentiert H.E. gefirbte
Gewebepréparate neun, 13 und 18 Wochen alter Méuse jeweils in zehn- und 100-facher
VergroBerung.

GI2D_Maus lisst

Das Pankreas der exemplarisch dargestellten neun Wochen alten Kras
bereits in zehnfacher VergroBerung einige auffillige Areale, charakterisiert durch die
lokalisierte Zunahme des eosinophilen duktalen Gewebes zwischen den basophilen
Azinuszellen, erkennen. Die hohere VergroBerung eines dieser Areale offenbart, dass es
sich um eine frilhe PanIN-Lision handelt. Die Zahl an Ausfithrungsgingen ist an dieser
Stelle stark erhoht, was auf ein neoplastisches duktales Geschehen hindeutet. Zudem ist
das Stroma um die Gangstrukturen herum vermehrt, was auf eine
pankreaskarzinomtypische fibrotische Begleitreaktion hinweist. Zum Zeitpunkt von 13
Wochen ldsst sich eine deutliche Zunahme der PanIN-Dichte im Vergleich zur neun
Wochen alten Maus beobachten. Die zehnfache VergroBerung zeigt, dass nahezu die
Hilfte des Organs von PanIN-Ldsionen eingenommen ist, wodurch das azinidre
Driisengewebe stark verdringt wird. Die 100-fache Vergroferung eines dieser PanIN-

Areale (vergleiche Abbildung 13A, schwarzer Pfeil) veranschaulicht dariiber hinaus die

Zunahme an papilldr wachsenden Ausfiihrungsgédngen und fibrotischem Stroma, welches
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sich immer weiter zwischen die Azinuszellen vorschiebt. Das Pankreas der in Abbildung

GI2D_Maus weist schlieBlich eine weitere

13A présentierten 18 Wochen alten Kras
Progression der PanIN-Dichte und des Neoplasiegrades auf. Nahezu das gesamte Organ ist
von prineoplastischen Lésionen und desmoplastischem Stroma eingenommen. Es finden
sich kaum noch normale Azinuszellen. Die 100-fache VergroBerung zeigt zudem
zahlreiche luminale Nekrosen, weshalb ein Teil der Léasionen sicherlich bereits dem
PanIN-Stadium 3 zugeordnet werden kann. Die dargestellten Kras®'*’-Miuse offenbaren
somit die typische, altersabhdngige PanIN-Progression.

Im Vergleich dazu weist das Pankreasgewebe der in Abbildung 13A dargestellten Stat3-
defizienten Kras®'*?;Stat3*"**-Tiere im zeitlichen Verlauf nur marginale morphologische
Verdnderungen auf. Zum Zeitpunkt von neun Wochen prisentiert sich das Organ nahezu
unverdndert. Es lassen sich lediglich vereinzelte reaktiv verbreiterte duktale Gewebsareale
detektieren. Auch die exemplarisch abgebildete 13 Wochen alte Kras®'??;Stat3*7"*-Maus
zeigt eine weitestgehend unauffillige Pankreasmorphologie. Die Zahl der reaktiven Areale
hat leicht zugenommen. Die 100-fache Vergroferung demonstriert, dass es sich hierbei

GI12D
-Maus,

nicht um PanINs, sondern, gerade im Vergleich zu den Lisionen der Kras
tatsdchlich lediglich um fibrotische Reaktionen in der Umgebung einzelner
Ausflihrungsgénge handelt (vergleiche Abbildung 13A, weiller Pfeil). PanIN-typischer
Charakteristika fehlen, da die Ausfiihrungsgéinge weder numerisch erhoht sind noch
morphologische  Atypien aufweisen. Im Pankreasgewebe 18 Wochen alter
Kras®"?P;Star3*"*"“-Miuse hat die Zahl der Ginge und die sie umgebende Fibrose im
Vergleich zum Zeitpunkt von 13 Wochen leicht zugenommen. In der 100-fachen
VergroBerung ldsst sich die dargestellte Lision jedoch maximal als PanIN-1-Stadium
(vergleiche Abbildung 13A, schwarzer Pfeil) klassifizieren.

Somit treten zwar frithe préneoplastische Lisionen im Pankreas der Stat3-defizienten
Kras®'?P;Stat3*"*"-Linie auf, allerdings erst nach 18 Wochen und daher mit einer
extremen Verzogerung im Vergleich zu Kras®/?’-Kontrolltieren. Die normalerweise im

“I?P_Mausmodell ~ beobachtete altersabhingige  PanIN-Progression ist in

Kras
Kras®"?P;Star3*"*"“-Miusen auf mikro-morphologischer Ebene somit nicht nachweisbar.
Die Kras®'?"-vermittelte PanIN-Initiierung ldsst sich durch die Inaktivierung des Stat3-
Signalwegs jedoch nicht verhindern.

Zur genaueren Charakterisierung der duktalen Strukturen in 13 Wochen alten Kras®'?"-

und Kras®'??;Stat3*"*“-Miusen fiihrten wir zusitzlich immunhistochemische Firbungen
g
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mit gegen Muc5 (Mucin 5) und CK-19 (Cytokeratin-19) gerichteten Primirantikdrpern
durch.

Bei Muc5 handelt es sich um ein Glykoprotein, das typischerweise in PanINs und
Adenokarzinomen selbst vermehrt sezerniert wird. Das Pankreas der in Abbildung 13B

dargestellten Kras®'?”

-Maus weist zahlreiche Muc5-exprimierende Génge auf. Im
Vergleich dazu lassen sich im Gewebe der Kras®'*?;Stat3*"**-Maus kaum Muc5-positive
Gangstrukturen detektieren. Das Intermediédrfilament CK-19 stellt einen duktalen
Epithelzellmarker dar. Wie Abbildung 13B veranschaulicht, lassen sich im Pankreas der
Kras®'?;Stat3*"*"-Linie ebenfalls weitaus weniger CK-19-exprimierende

G12D 1 inie nachweisen.

Ausfiihrungsgénge als im Gewebe der Kras
Diese reduzierte Expression PanIN-spezifischer Markerproteine in der Kras®'?”;Star3**"-
Linie unterstiitzt die bereits aus Abbildung 13A gewonnenen Ergebnisse: Stat3-defiziente
Kras®'?;Stat3*""“-Miuse weisen eine deutliche Verzdgerung der Entwicklung Kras®'?’-
typischer praneoplastischer Lésionen im Pankreas auf.

Zusammenfassend lassen die gewonnenen Ergebnisse somit den Schluss zu, dass die aus

der fehlenden p-Stat3Y’"

-Expression resultierende Inaktivierung des Stat3-Signalwegs die
altersabhiingige Progression von PanIN-Lisionen in der Kras®’’-vermittelten murinen
pankreatischen Onkogenese hemmt. Die grundsdtzliche Initiierung préneoplastischer
Lisionen bleibt jedoch trotz der Ablation Stat3-abhingiger Signalkaskaden zeitverzogert

erhalten.
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Abbildung 13: Morphologische Charakterisierung der PanIN-Lisionen in Stat3-defizienten
Kras®*?;Star3"""“-Miusen im Vergleich zu Kras®?’-Kontrolltieren.

A: H.E.-Féarbungen des Pankreas neun, 13 und 18 Wochen alter Tiere in zehn- und 100-facher-VergréBerung.
Schwarze Pfeile kennzeichnen PanIN-Lésionen; der schwarze Stern kennzeichnet einen reaktiven Gang.

B: Immunhistochemische Darstellung der verdnderten Gange mit Muc5 und CK-19 zum Zeitpunkt von 13
Wochen (100-fache VergroBerung).
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4.1.2. Quantitative Auswertung der PanIN-Lésionen

Um den Effekt der Inaktivierung des Stat3-Signalwegs auf die PanIN-Progression noch
exakter beurteilen zu konnen, analysierten wir die duktalen Strukturen im Pankreas von

GI2D_K ontrolltieren  abschlieBend

Kras®?P;Stat3*""“-Mdusen im Vergleich zu Kras
quantitativ. Hierzu verglichen wir zunédchst die Gesamtzahl an Ausfithrungsgingen in
pankreatischen Gewebeschnitten 13 Wochen alter Kras®'?- und Kras®'??;Stat3"7"-
Mause bei 200-facher Vergroflerung.

Abbildung 14A veranschaulicht eine Zahl von im Mittel 28 Géngen pro zehn
Gesichtsfelder im Pankreas der Kras®'?"-Linie. Im Vergleich dazu weist das pankreatische
Gewebe der Kras®'??;Star3**"“-Mause mit im Mittel 14 Géngen pro zehn Gesichtsfelder
nur halb so viele duktale Strukturen auf. Da PanINs neoplastisches Gangepithel darstellen,
korreliert die Zahl der Ausfiihrungsginge mit der PanIN-Dichte des Gewebes. Die
reduzierte Zahl duktaler Strukturen in der Stat3-defizienten Kras®'??;Stat3*’“"-Linie
bestitigt somit, dass die Entwicklung préneoplastischer Lasionen durch die Ablation Stat3-

abhingiger Signalkaskaden im Kras®'*"

-Mausmodell gehemmt wird.

Wie unter Abschnitt I[.1.2. beschrieben, wurde auf molekulargenetischer und
histopathologischer ~ Basis ein  definiertes  Progressionsmodell des  duktalen
Pankreasadenokarzinoms entwickelt. Hiernach werden die dem invasiven Karzinom
vorausgehenden prineoplastischen Lésionen in die PanIN-Stadien 1-3 eingeteilt (Hruban et
al. 2004). Um zu priifen, ob diese stufenweise PanIN-Progression durch die Inhibition der

3Y7%_Expression in Kras®?'??;Stat3**"“-Mausen tatsichlich verlangsamt wird,

p-Stat
quantifizierten wir abschlieBend normale Ausfithrungsginge und PanIN-Lisionen 1-3 in
200-fach vergroBerten Gewebeschnitten 13 Wochen alter Tiere.

Abbildung 14B demonstriert eine reduzierte Zahl normaler Ausfithrungsginge in

GI2D

Kras®"?P;Star3*"*"- im Vergleich zu nicht Stat3-defizienten Kras®'*’-Mausen.

GI2D_Tjeren lisst sich die durch konstitutiv aktives K-Ras-

In nicht Stat3-defizienten Kras
Protein induzierte PanIN-Progression nachvollziehen. Zum Zeitpunkt von 13 Wochen
offenbart das Pankreas dieser Maus vornehmlich PanIN-1B-Léasionen. Es treten auch erste
PanIN-2-Lasionen auf. Im Vergleich dazu gehen die im Pankreas der Stat3-defizienten
Kras®??;Stat3*""-Linie detektierbaren PanINs nicht iiber das Stadium 1 hinaus.
Zusammenfassend legen unsere quantitativen Analysen nahe, dass die Stat3-
Inaktivierung in der Kras®'?";Stat3*”**“-Maus in einer deutlichen Verlangsamung der fiir

GI12D

das Kras™”'“"-in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese typischen, altersabhéngigen

PanIN-Progression resultiert.
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Abbildung 14: Quantitative Auswertung der PanIN-Lisionen in Stat3-defizienten Kras®*”;Stat3"7*"-
Miiusen im Vergleich zu Kras®'*’-Kontrolltieren.

A: Analyse der Gesamtzahl an Ausfiihrungsgéngen pro zehn Gesichtsfelder in mindestens 15 sequentiellen
Gewebsschnitten 13 Wochen alter Tiere bei 200-facher VergroBerung. Mittelwert + Standardabweichung
(n=2>4), *p <0,05.

B: Quantifizierung normaler Ginge und PanIN-Lisionen 1A, 1B und 2 pro zehn Gesichtsfelder in
mindestens 15 sequentiellen Schnitten bei 200-facher VergroBerung zum Zeitpunkt von 13 Wochen.
Mittelwert + Standardabweichung (n > 4), *p < 0,05, **p < 0,005. ND = nicht detektierbar.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse lassen sich im Hinblick auf die
unter [.4. formulierte Zielsetzung wie folgt zusammenfassen:
1) In PanIN-Lisionen von LSL-Kras®'??;Ptfl a-cre™ (Kras®'?P)-
Tumormodellméusen lisst sich eine Aktivierung des Stat3-Signalwegs nachweisen.
2) Unter  Zuhilfenahme der  Cre/loxP-Technologie  konnten  wir eine
pankreasspezifische Deletion des fiir den Tyrosinrest 705 kodierenden Exons 21
des Stat3-Gens unter Generierung der LSL-Kras®'??;Stat3™"Ptfla-cre™
(Kras®'?P;Stat3*""“)-Maus erzielen. Uber die fehlende Expression von Stat3”'%*-
Protein wird die Jak2-vermittelte Stat3-Phosphorylierung und dariiber die Stat3-
abhingige Signaltransduktion in dieser Maus inhibiert. Morphologie und
Physiologie des exokrinen und endokrinen Pankreas werden durch die
Inaktivierung des Stat3-Signalwegs nicht beeinflusst. Ebenso wird die Expression
von PanIN-induzierendem, konstitutiv aktivem K-Ras-Protein durch die Stat3-
Genmutation in Kras®'??;Star3*7*"*-Miusen nicht gestort.
3) Morphologische und biochemische Analysen des Pankreas der Kras®'?”;Star3*"-

GI12D

Linie im Vergleich zu Kras” “~-Kontrolltieren offenbaren eine deutliche

“I2D_Mausmodell typischen, altersabhiingigen PanIN-

Verzogerung der fiir das Kras
Entwicklung und -Progression.

Aus diesen Ergebnissen lésst sich zusammenfassend schlie3en, dass eine Inaktivierung

des Stat3-Signalwegs die Progression prineoplastischer Lésionen im Kras®*"-

Mausmodell verzogert. Die Kras®'*’-vermittelte PanIN-Initiierung kann durch die

3Y7% jedoch nicht verhindert werden.

fehlende Expression von p-Stat
Der Transkriptionsfaktor Stat3 stellt somit offensichtlich einen essentiellen Regulator der
Progression prianeoplastischer Ldsionen im murinen in-vivo-Modell der pankreatische

Onkogenese dar.

48



DISKUSSION

IV. DISKUSSION

1. Stat3 hat keinen Einfluss auf Morphologie und Physiologie des

exokrinen und endokrinen Pankreaskompartiments

Ein ubiquitdrer Knockout des Stat3-Gens mit Hilfe konventioneller Gen-Targeting-
Methoden fiihrt im Mausmodell zu einer frithen embryonalen Letalitdt mit einer raschen
Degeneration der Embryonen zwischen Embryonaltag 6,5 und 7,5 (Takeda et al. 1997).
Um die Rolle des Stat3-Signalwegs in der Pankreaskarzinogenese in-vivo untersuchen zu
konnen, war es konsequenterweise notwendig eine gewebespezifische Stat3-Inaktivierung
im Mausmodell zu etablieren. Wie bereits andere Forschungsgruppen zuvor (Takeda et al.
1998; Sano 1999; Takeda et al. 1999; Schweizer et al. 2002; Fornek et al. 2006) machten
wir uns hierbei die Cre/loxP-Strategie (Gu et al. 1994) zunutze. Wir generierten die
Stat3"F ;Ptfla-cre™ (Stat3*'*")-Linie, in der die Stat3-Phosphorylierung am Tyrosinrest
705 und dariiber die Aktivierung des Proteins pankreasspezifisch inhibiert wird (vergleiche
Abschnitt II1.1.). Morphologie und Funktion des Pankreas sollten durch das Fehlen von
phosphorylierbarem Stat3-Protein und die damit einhergehende Ablation Stat3-abhingiger
Signalkaskaden in Star3***"-Miusen jedoch nicht beeintrichtigt werden. Nur so war eine
valide, gentechnologisch basierte Analyse des Signalwegs in der pankreatischen
Onkogenese moglich.

Unsere immunhistochemischen Evaluationen (vergleiche Abbildung 10) zeigen, dass
sich aus Stat3";Ptfla-cre™ (Stat3""*"“)-Miusen isolierte Pankreata morphologisch nicht
von Stat3"";Ptfla-cre®™ (Stat3"")-Kontrollorganen unterscheiden. Sowohl das exokrine
Kompartiment, die Azini, als auch das endokrine Kompartiment, die Langerhans-Inseln,
bleiben in ihrer Entwicklung unbeeinflusst. Die Ausprigung der
verdauungsenzymdrainierenden duktalen Strukturen wird durch die Ausschaltung der
Stat3-Phosphorylierung ebenfalls nicht beeintrichtigt, was die in beiden Mauslinien
dquivalente Expression des duktalen Epithelzellmarkers CK-19 beweist. Auch das
Verteilungsmuster der Peptidhormone Insulin und Glukagon im Bereich der Langerhans-
Inseln stellt sich in Star3™" und Star3*7“"-Tieren gleich dar. Unsere Ergebnisse zeigen
somit, dass die Inaktivierung des Stat3-Signalwegs Morphologie und Funktion des

exokrinen und endokrinen Pankreas nicht beeinflusst.
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Eine mogliche Rolle von Stat3 in der Organogense des Pankreas wurde bisher kaum
untersucht. Einige Studien der letzten Jahre beschiftigten sich jedoch, speziell im Hinblick
auf die endokrine Erkrankung Diabetes mellitus, mit dem Einfluss des Stat3-Signalwegs
auf die Ausbildung und Funktion der Insulin-produzierenden 3-Zellen der Langerhans-
Inseln. Hierzu wurden, wie auch in unseren Untersuchungen (vergleiche Abschnitt II1.1.),
mittels Cre/loxP-Technik gentechnologisch verédnderte Mduse generiert.

Die Arbeitsgruppen um Gorogawa (Gorogawa et al. 2004) und Cui (Cui et al. 2004)
etablierten iiber die Kreuzung von RIP (Rat Insulin Promotor)-Cre transgenen Miusen
(Postic et al. 1999) mit Stat3"F-Miusen (Takeda et al. 1998) eine gewebespezifische
Deletion des Exons 21 des Stat3-Gens in den p-Zellen des Pankreas. Die auch als

Apanc

Stat3-insKO bezeichneten Mause sind, ebenso wie unsere Star*"“-Tiere, nicht dazu in der

Lage p-Stat3”'"”

zu exprimieren, wodurch der Stat3-Signalweg in den (3-Zellen inaktiviert
wird. Die Tiere zeigten zum Zeitpunkt von fiinf Wochen bereits eine Glukoseintoleranz
und eine Dysfunktion der frithen Insulinsekretion. Acht Wochen alte Méuse waren
zunehmend adip6s (Gorogawa et al. 2004). Allerdings sind diese Beobachtungen wohl
hauptséchlich auf die gleichzeitige Stat3-Inaktivierung in Leptin-Rezeptor positiven
Neuronen im Hypothalamus, welche ebenfalls den RIP exprimieren, zuriickzufiihren.
Durch die Verwendung eines Promotors, der nicht ausschlieBlich in pankreatischen
B-Zellen, sondern auch im Hypothalamus gebildet wird, lassen sich die durch einen
verdnderten Glucosemetabolismus verursachten Effekte somit nicht sicher auf die Stat3-
Defizienz im endokrinen Pankreaskompartiment zuriickfiihren (Cui et al. 2004). In
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen (vergleiche Abbildung 10) blieb der Insulin-
Gehalt der Langerhans-Inseln sowie die Insel-Gesamtmasse durch die Stat3-Inaktivierung
entsprechend unbeeinflusst. Lediglich zeigte sich eine leicht verdnderte Morphologie in
Form eines vermehrten Vorkommens von oa-Zellen im Zentrum der Langerhans-Inseln
(Gorogawa et al. 2004).

In zwei weiteren experimentellen Studien wurde tiber die Kreuzung von Stat3""-Miusen
mit Pdx-1-Cre transgenen Méiusen eine Inaktivierung von Stat3 ausschlieflich und
spezifisch im endokrinen Pankreaskompartiment erzielt (Lee et al. 2005; Kostromina et al.
2010). Pdx-1 ist fiir die Differenzierung von pankreatischen Vorlduferzellen in Inselzellen
essentiell und wird in adulten Méausen spezifisch in B-Zellen exprimiert (Jonsson et al.
1994; Offield et al. 1996). Lee und Kollegen konnten zeigen, dass diese als Stat3”",PC
bezeichneten Méuse im direkten Gegensatz zu RIP-Cre transgenen Maiusen iiber einen

Beobachtungszeitraum von sechs Monaten weder eine Glucoseintoleranz, noch eine
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Adipositas entwickelten (Lee et al. 2005). Dies bestitigt, dass die von Gorogawa und Cui
bebachteten metabolischen Effekte auf die Inaktivierung von Stat3 im Hypothalamus und
nicht auf eine defiziente Insulinsekretion der P-Zellen durch dort fehlendes Stat3
zurlickzufiihren sind.

Corcoran und Kollegen kreuzten ebenfalls Pdx-I-Cre transgene Méusen mit Star3""-
Miusen (bei ihnen als Star3"*”"* bezeichnet) und etablierten so eine spezifische Stat3-
Inaktivierung im endokrinen Pankreas. In Einklang mit unseren histologischen
Evaluationen der Stat3"";Ptfla-cre™ (Stat3*'*"‘)-Linie (vergleiche Abbildung 10),
offenbarte das Pankreas Stat3-defizienter PdxI-Cre;Stat3'**"**~Mause in der H.E.-Firbung
keinerlei morphologische Verdnderungen, weder im Bereich des endokrinen noch im
exokrinen Kompartiment (Corcoran et al. 2011).

Damit in Ubereinstimmung stehen auch die jiingsten Untersuchungen von Fukuda und

F/F .
37 _Miuse

Kollegen. Sie verwendeten in ihren Experimenten genau wie wir Ptf]a-Cre;Stat
und konnten zeigen, dass diese zum Zeitpunkt der Geburt sowie nach sechs Wochen trotz
der Stat3-Defizienz im exokrinen Kompartiment morphologisch unaufféllige Pankreata
aufweisen (Fukuda et al. 2011).

Sowohl unsere als auch in anderen Studien gewonnene Ergebnisse lassen somit
zusammenfassend den Schluss zu, dass Stat3 weder einen Einfluss auf die Morphologie
noch auf die Physiologie des exokrinen und endokrinen Pankreaskompartiments hat. Eine

organspezifische Stat3-Inaktivierung sollte somit einen legitimen Ansatzpunkt zur Analyse

dieses Signalwegs im Mauspankreas darstellen.

2.  Die Aktivitiit des Stat3-Signalwegs im Kras®*”-Mausmodell

Aktivierende Mutationen des Kras-Onkogens zdhlen zu den frithesten genetischen
Verdnderungen in der pankreatischen Onkogenese. Sie lassen sich in etwa 36 % der
PanIN-1A-, in 44 % der PanIN-1B, in 87 % der PanIN-2-3-Léasionen (Lohr et al. 2005) und
in bis zu 100 % der fortgeschrittenen duktalen Adenokarzinome nachweisen (Almoguera et
al. 1988; Smit et al. 1988; Rozenblum et al. 1997). Die zentrale Rolle von K-Ras in der
Initiierung und Progression maligner Neoplasien im exokrinen Pankreas lisst sich anhand
gentechnisch verdnderter Mause in-vivo nachvollziehen (Hruban et al. 2006).

In dem in dieser Arbeit verwendeten Kras®?’-Mausmodell (vergleiche Abschnitt 1.2.2.)
konnte allein {iber die pankreasspezifische Etablierung der hdufigsten Kras-Mutation, einer
aktivierenden Glycin-zu-Aspartat-Punktmutation auf dem Kodon 12 (G12D) des Exons 1,
die Entwicklung aller PanIN-Stadien bis hin zu invasiven Karzinomen im Mauspankreas
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induziert werden (Hingorani et al. 2003a). Damit stellt das Modell eine ideale Plattform
zur systematischen Analyse weiterer, an der K-Ras-induzierten PanIN-Progression
moglicherweise beteiligter molekularer Faktoren und Signalwege dar.
Beispielsweise konnte iiber die zusitzliche Inaktivierung der Tumorsuppressorgene
INK4A/ARF in Kras®'*P-Miusen eine Beschleunigung der PanIN-Entstehung, sowie eine
frithere Invasivitit und Metastasierung der Tumoren beobachtet werden (Aguirre et al.
2003). Ebenso fiihrte die Kreuzung von Kras®'?’- mit Trp53%'7*"_Tieren, welche eine zur
Mutation in  humanen Pankreaskarzinomen orthologe Missensmutation des
Tumorsuppressorgens 7P53 aufweisen (Lang et al. 2004), zu einer beschleunigten
Entwicklung lokal invasiver sowie metastasierter Adenokarzinome (Hingorani et al. 2005).

Wie bereits unter Abschnitt 1.3. dargelegt, fungiert das Protein Stat3 intranukledr als
wichtiger transkriptioneller Regulator von Genen, deren zugehorige Proteine in
fundamentale biologische Zellprozesse, wie Apoptose, Proliferation, Inflammation und
Angiogenese, involviert sind. Konsequenterweise birgt eine konstitutive Aktivitdt des
Stat3-Signalwegs die Gefahr einer Dysregulation dieser Prozesse, verbunden mit einer
potentiellen zelluldren Entartung (Bowman et al. 2000; Bromberg et al. 2000; Yu et al.
2004; Haura et al. 2005; Groner et al. 2008; Yu et al. 2009).
Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dass konstitutiv aktives STAT3-Protein in den
letzten Jahren in zahlreichen humanen Tumorzelllinien und Primirtumoren nachgewiesen
werden konnte. Hierzu zéhlen sowohl solide Tumore wie Mammakarzinome (Sartor et al.
1997; Garcia et al. 2001), Kopf- und Halstumore (Song et al. 2000; Xi et al. 2003),
Prostatakarzinome (Lou et al. 2000; Mora et al. 2002) oder Magenkarzinome (Kanda et al.
2004) als auch Leukidmien (Coffer et al. 2000), Lymphome (Weber-Nordt et al. 1996) und
Multiple Myelome (Catlett-Falcone et al. 1999).
Auch in humanen Pankreaskarzinomzelllinien und -geweben wurde eine abnorme STAT3-
Aktivierung dokumentiert (Scholz et al. 2003; Trevino et al. 2006; Hutzen et al. 2009;
Glienke et al. 2010; Lin et al. 2010b). Die genaue Funktion und Bedeutung des Onkogens
STAT3 in der pankreatischen Onkogenese in-vivo blieb bisher jedoch unbeleuchtet.

Im Rahmen unserer experimentellen Untersuchungen konnten wir Stat3 und potentiell

Y705
3

transkriptionell aktives p-Stat proteinchemisch im Pankreas neun und 13 Wochen

GI12D

alter Kras’'~~-Miause nachweisen (vergleiche Abbildung 11A). Immunhistochemisch

GI12D

offenbarte das Pankreas von Kras~'““-Tieren zum Zeitpunkt von 13 Wochen p-Stat3 und

p-Jak2 positive PanIN-Lasionen (vergleiche Abbildung 11B). Die Tyrosinkinase p-Jak?2 ist
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in der Signaltransduktion Stat3 vorgeschaltet und Kkatalysiert die Stat3" -
Phosphorylierung (Levy et al. 2002; Schindler et al. 2007).

Des weiteren lieen sich ebenfalls immunhistochemisch Stat3-abhdngige Zielproteine,
deren zugehorige Gene transkriptionell durch Stat3 induziert werden, in PanINs der
Kras®"?P-Mauslinie detektieren (vergleiche Abbildung 11B).

Die hierbei nachgewiesenen Proteine Survivin, Bcl-Xp und Mcl-1 wurden in
experimentellen Studien der letzten Jahre als anti-apoptotische Mediatoren identifiziert
iiber deren Hochregulation Stat3 zum Uberleben entarteter Zellen in humanen
Krebszelllinien beitragt (Catlett-Falcone et al. 1999; Niu et al. 2002; Aoki et al. 2003;
Gritsko et al. 2006). Auch in humanen Pankreaskarzinomzelllinien konnte iiber die
Inhibition von STAT3 die Transkriptionsrate von bcl-x; und survivin herabgesetzt und
Apoptose induziert werden. Zudem resultierte die STAT3-Inhibition in einer
herabgesetzten Expression des Zell-Zyklus-Regulators Cyclin D1 (Lin et al. 2010a),
dessen zugehoriges Gen ebenfalls durch Stat3 transkriptionell reguliert wird (Sinibaldi et
al. 2000). Kawesha und Kollegen demonstrierten ebenso eine Uberexpression von
Cyclin D1 in Proben humaner Pankreasadenokarzinome (Kawesha et al. 2000). Auch wir

12D o
G12D_Miusen

konnten Cyclin DI immunhistochemisch in PanIN-Ldsionen von Kras
nachweisen. Eine Uberexpression dieses Molekiils kann zu einer beschleunigten
Progression entarteter Zellen von der Gl in die S-Phase des Zellzyklus beitragen, was
erklart, warum Cyclin DI neben dem Pankreaskarzinom auch in zahlreichen anderen
Tumoren nachgewiesen werden konnte (Knudsen et al. 2006; Kim et al. 2009).

12D
In Kras®

-induzierten prineoplastischen pankreatischen Lésionen konnten wir
desweiteren immunhistochemisch das Enzym Cox-2 detektieren. Cox-2 wird durch Stat3
in seiner Expression gesteigert und trigt iiber die Produktion von Prostaglandinen zu einer
chronischen Entziindung bei (Dalwadi et al. 2005). Inflammatorische Umgebungsfaktoren
sind erwiesenermallen mafBgeblich an der Initiation und/oder Progression einer Vielzahl
von Tumoren beteiligt (Mantovani et al. 2008). Auch in der Pankreaskarzinogenese
scheinen inflammatorische Mechanismen eine entscheidende Rolle zu spielen.
Beispielsweise konnte iiber die Induktion einer chronischen Pankreatitis in Méusen, die
onkogenes Kras®’” azinuszellspezifisch exprimieren, die PanIN-Progression und
Karzinomentwicklung beschleunigt werden (Guerra et al. 2007). Uber die Aktivierung pro-
onkogener inflammatorischer Signalwege fungiert Stat3 erwiesenermallen als ein zentraler

Regulator tumor-assoziierter Entziindung (Yu et al. 2009; Grivennikov et al. 2010). Die

durch uns demonstrierte Anwesenheit des pro-inflammatorischen Stat3-Zielproteins Cox-2
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“120_Mausmodell konnte ein Hinweis darauf sein, dass Stat3 auch im Pankreas

im Kras
iiber entziindungsmodulierende Mechanismen zur Onkogenese beitrigt.
Als weiteres Protein, dessen Expression im Rahmen der Stat3-Signalkaskade gesteigert

12D ..
G12D_©fauslinie

wird, wiesen wir Hsp-70 (Madamanchi et al. 2001) in PanINs der Kras
nach. Hsp-70 fungiert als zytoprotektives Molekiil, das insbesondere {iber anti-
apoptotische Mechanismen das Uberleben von Karzinomzellen ermdglichen kann (Garrido
et al. 2006; Jego et al. 2010).

Das Molekiil MMP-2 stellt ein proteolytisches Enzym dar, das iiber Ab- und Umbau der
extrazelluliren Matrix die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen unterstiitzen
kann (Curran et al. 1999). Zudem trigt MMP-2 zur Angiogenese bei, wodurch die weitere
Ausbreitung entarteter Zellen im Organismus begiinstigt wird (Moses 1997). Das fiir
MMP-2 kodierende Gen wird ebenfalls durch Stat3 transkriptionell reguliert (Xie et al.
2004). Unsere immunhistochemischen Evaluationen demonstrieren die Anwesenheit von
MMP-2 in PanINs der Kras®'?’-Mauslinie.

Bisher konnte die Aktivitit von STAT3 nur in humanen Pankreaskarzinomzelllinien und
-geweben nachgewiesen werden (Scholz et al. 2003; Trevino et al. 2006; Hutzen et al.
2009; Glienke et al. 2010; Lin et al. 2010b). Uber den Nachweis von p-Jak2, p-Stat3 sowie
diverser Proteine, deren zugehorige Gene transkriptionell durch Stat3 induziert werden,
konnten wir im Rahmen unserer Untersuchungen erstmals die Prdsenz des Stat3-
Signalwegs im murinen in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese belegen.

G12D_Mauslinie durch uns detektiert

Die Stat3-Zielproteine, die in PanIN-Lisionen der Kras
werden konnten, tragen in ihrer Funktion, wie in diesem Abschnitt diskutiert, auf zelluldrer
Ebene potentiell zu apoptotischer Resistenz, kontinuierlicher Proliferation, Invasivitit und
Metastasierung, Angiogeneseinduktion sowie Tumor-begiinstigender Inflammation bei.
Damit konnen prinzipiell alle Kernattribute einer Tumorzelle durch diese Molekiile
vermittelt werden (Hanahan et al. 2011). Ob und inwieweit Stat3, mdglicherweise eben
durch die Aktivierung dieser tumor-forderlichen Mechanismen, zu Uberleben und

Proliferation Kras®'?P-exprimierender duktaler Zellen beitré t, beleuchteten unsere
p g

weiterfiihrenden Experimente.
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3. Die Funktion von Stat3 in der Kras®'*’-induzierten pankreatischen

Onkogenese

Der Nachweis der Aktivitdt des Stat3-Signalwegs im murinen in-vivo-Modell der
pankreatischen Onkogenese fithrte zu der Frage, welchen Einfluss Stat3 auf die durch
mutiertes Kras vermittelte Initiation und Progression pridneoplastischer Lisionen im
Pankreas hat.

Zur Anndherung an die Beantwortung dieser Frage generierten wir unter Verwendung der
Stat3F :Ptfla-cre®™ (Stat3*7"“)- und der LSL-Kras®'??;Ptfla-cre®™ (Kras®*”)-Mauslinie

GI2D_Mutation zusitzlich eine

gemischt mutierte Méuse, die neben der onkogenen Kras
spezifische Inaktivierung des Stat3-Signalwegs im exokrinen und in Teilen des endokrinen
Pankreas aufweisen. Diese LSL-Kras®'??;Stat3""Ptfla-cre®™ (Kras®'*";Stat3""")-Miuse
exprimieren den Tyrosinrest 705 des Stat3-Molekiils nicht, sodass die Phosphorylierung
und dariiber Aktivierung von Stat3 im Pankreas dieser Tiere unmdglich ist (vergleiche
Abschnitt I11.3.).

“I2D_Mzusen, die, wie in Abbildung 11 gezeigt

Im direkten Vergleich zu normalen Kras
und unter IV.2. diskutiert, aktives Stat3 im Pankreas aufweisen, demonstrierte das
Pankreas Stat3-defizienter Kras®'?’;Stat3**"“-Tiere 13 Wochen postpartum Dbereits
makroskopisch ein Fehlen des fiir die Kras®/?-Linie typischen Erscheinungsbildes.
Demnach zeigte sich weder eine Organvergroflerung noch eine Verdnderung des
Parenchyms hin zu einer fokal nodulidren und lobulierten Struktur. Vielmehr dhnelte das
Kras®'?P;Stat3*"*"“-Pankreas dem der kein onkogenes Kras®'*’-exprimierenden
LSL-Kras®'?P-Linie (vergleiche Abbildung 12D).

Auf histologischer Ebene konnte in Kras®'*’-Mzusen die fiir das Kras®*’-Mausmodell
typische zeitabhidngige Entwicklung progressiver PanIN-Lasionen (Hingorani et al. 2003a)
nachvollzogen werden. Das Pankreas Stat3-defizienter Kras®'*";Stat3*"“"-Miuse
hingegen offenbarte im zeitlichen Verlauf lediglich vereinzelte reaktive Génge bis hin zu
geringgradigen PanINs (PanIN1), die allerdings erst zum Zeitpunkt von 18 Wochen
postpartum auftraten (vergleiche Abbildung 13A).

Gi2D_

Die quantitative Auswertung der PanIN-Lésionen im Pankreas von Kras und

Kras®"?P;Star3*“"“-Miusen  bestitigte unsere mikro- und makromorphologischen

Beobachtungen. Im Gegensatz zur Kras®'?’-, wiesen 13 Wochen alte Tiere der
g g

Kras®"?P;Star3*"*"-Linie sowohl weniger duktale Strukturen insgesamt als auch eine

reduzierte Anzahl prineoplastischer Lédsionen auf. Zudem gingen die in
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Kras®??;Star3*""“-Méusen detektierten PanINs nicht iiber das Stadium 1 hinaus
(vergleiche Abbildung 14).

Zusammenfassend offenbaren unsere Ergebnisse erstmals, dass eine Inaktivierung der

Stat3-abhéngigen Signaltransduktion iiber die Inhibition der Expression von p-Stat3*’% i

GI12D

n
einer Verlangsamung der PanIN-Progression im Kras~ ““-Mausmodell resultiert. Daraus
lasst sich ableiten, dass Stat3 offenbar eine zentrale Rolle als Regulator des
Voranschreitens prianoeplastischer duktaler Lédsionen in der durch konstitutiv aktives
K-Ras-Protein induzierten pankreatischen Onkogenese einnimmt.

Zwei experimentelle Studien der letzten Monate beschéftigten sich ebenfalls mit der

G12D_Nausmodell.

Rolle von Stat3 in der pankreatischen Onkogenese im Kras
Sowohl die Arbeitsgruppe um Corcoran als auch Fukuda und Kollegen konnten in
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen (vergleiche Abbildung 11) die Expression von
p-Stat3 in  PdxI-Cre;LSL-Kras®'*’- (Corcoran et al. 2011) bzw. in
Ptfl a-Cre;LSL-Kras®'*P-Tumormodellméusen (Fukuda et al. 2011) nachweisen.
Zu erwihnen sei hierbei, dass die in den Untersuchungen von Corcoran und Kollegen
verwendeten Pdx1-Cre;LSL-Kras®'?P-Tiere, in denen onkogenes K-Ras iiber die
Kopplung der Expression der Cre-Rekombinase an den pankreasspezifischen Pdx-1-
Promotor spezifisch in pankreatischen Inselzellen exprimiert wird, genau wie die bereits
eingehend beschriebene LSL-Kras®*’;Ptfla-cre™ (Kras®'?”)-Modellmaus (vergleiche
Abschnitt 1.2.2.) zeitabhéngig das komplette Spektrum an PanIN-Lésionen bis hin zu
invasiven Karzinomen im Pankreas entwickeln (Hingorani et al. 2003a).
Beide Arbeitsgruppen konnten somit in Konsens mit unseren Ergebnissen p-Stat3-Protein
im murinen in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese detektieren. Allerdings
demonstrieren unsere immunhistochemischen Evaluationen dariiber hinaus die Expression
Stat3-abhéngiger Zielproteine im Pankreas der Kras®'?’-Maus (vergleiche Abbildung
11B), was beweist, dass die Prasenz von p-Stat3 auch tatsdchlich in einer Induktion der
Transkription der durch Stat3 regulierten Gene resultiert. Dieser Nachweis ist bisher
einzigartig und wurde durch die anderen Arbeitsgruppen so nicht erbracht.

Corcoran und Kollegen etablierten in ihren weiteren Experimenten iiber die Kreuzung
von PdxI-Cre;LSL-Kras®?*P-Tieren mit Miusen, die ein konditionales Staz3-Knockout-
Allel  (Stat3") enthalten, eine spezifische  Stat3-Defizienz im  endokrinen

Pankreaskompartiment der Kras®'*?

-Tumomodellmaus. Die aus dieser Kreuzung
hervorgehenden Pdx1-Cre;LSL-Kras®'*P;Star3" " Miuse zeigten im Gegensatz zu
g g g

unseren Kras®'?P;Stat3*?*"“-Tieren, die bedingt durch die fehlende Expression des
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Tyrosins 705 lediglich kein p-Stat3Y’® und ein verkiirztes Stat3-Protein (Stat3“"*")
exprimieren (vergleiche Abbildung 12A und C), einen kompletten Verlust von p-Stat3 und
Stat3 im Pankreas. Zum Zeitpunkt von zwolf Wochen présentierte sich das Pankreas der
Pdx1-Cre;LSL-Kras®'??;Stat3""** Linie im Vergleich Zu
Pdx1 -Cre;LSL-KraSG”D;StaBI"X/ "_Kontrolltieren mit einer 6,6fach erniedrigten PanIN-
Dichte (Corcoran et al. 2011). Dies deckt sich mit unseren histologischen Evaluationen, die
zu den Zeitpunkten von neun, 13 und 18 Wochen, jeweils im Vergleich zur typischen

“12D_Tieren, in  Stat3-defizienten

zeitabhénigen = PanIN-Progression in  Kras
Kras®?P;Stat3*""“-Mdusen  entweder keine PanIN-Lisionen, lediglich reaktive
Gangstrukturen oder sehr friihe PanIN-Lésionen demonstrieren (vergleiche Abbildung
13A).

Fukuda und Kollegen etablierten genau wie wir eine spezifische Inaktivierung des Stat3-

Y . .
3Y7% im exokrinen Pankreas der

Signalwegs iiber die Inhibition der Expression von p-Stat
Kras®'*’-Maus. Sie firbten histologische Schnitte von aus sechs Wochen alten
Ptfla-Cre;Kras®"*?;Stat3"“Mausen (bei uns als Kras®'*?;Stat3*"*™ bezeichnet) isolierten
Pankreata mit Alcianblau. Da Alcianblau einen Marker intestinaler Mucin-Akkumulation
darstellt, welche wiederum als ein PanIN-Charakteristikum gilt, konnte die Arbeitsgruppe
auf diesem Wege PanIN-Lésionen in pankreatischen Schnittpriparaten detektieren. Im
direkten Vergleich zu Ptfla-Cre;LSL-Kras®'?P-Tumormodellmiusen zeigte sich in Stat3-
defizienten Ptf1 a-Cre;LSL-KrasGIZD;Stat.?ﬂf -Méusen hierbei prozentual ein deutlich
geringerer Anteil des normalen Pankrasgewebes durch PanIN-Lisionen ersetzt (Fukuda et
al. 2011).

Auch diese Ergebnisse decken sich mit unseren histologischen Evaluationen im Rahmen
derer wir, analog zum Prinzip der Alcianblau-Féarbung, mit einem gegen das PanIN-
spezifische Glykoprotein Muc5 gerichteten AntikOrper prineoplastische Lisionen im
Pankreas der Kras®'*";Stat3*""*-Linie detektieren konnten. Hierbei zeigte sich analog zu
den Evaluationen von Fukuda und Kollegen eine deutlich verminderte PanIN-Dichte im
Vergleich zu Kras®'?P-Kontrolltieren (vergleiche Abbildung 13B).

Uber den Nachweis einer reduzierten PanIN-Ausprigung in Stat3-defizienten Kras®'*’-
Tumormodellméusen konnten sowohl Corcoran als auch Fukuda und Kollegen somit in
Ubereinstimmung mit unseren Daten riickschlieBen, dass Stat3 eine wichtige Rolle in der
durch onkogenes Kras induzierten PanIN-Formation einnimmt. Im Gegensatz zu unserem

experimentellen Vorgehen evaluierten beide Arbeitsgruppen die PanIN-Entwicklung in

Stat3-defizienten PdxI-Cre;LSL-Kras®'?P;Stat3'""**-  (Corcoran et al. 2011) bzw.
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Ptﬂa-Cre;LSL-KrasG”D;Stat}ﬂ /Miusen (Fukuda et al. 2011) aber weder im zeitlichen
Verlauf noch klassifizierten sie die PanIN-Ldsionen quantitativ in die einzelnen Grade.
Damit konnen ihre Ergebnisse im Gegensatz zu unseren Untersuchungen nicht
demonstrieren, dass iiber die Inaktivierung des Stat3-Signalwegs die fiir das Kras®'*’-
Mausmodell typische zeitabhdngige Progression der PanIN-Lisionen iiber die Grade 1 bis
3 tatsdchlich deutlich verlangsamt wird.

Konsequenterweise ergibt sich aus unseren Ergebnissen die weiterfiihrende Frage, wie

G120 _in_vivo-Modell der

genau Stat3 zur Progression préneoplastischer Lisionen im Kras
pankreatischen Onkogenese beitrdgt. Wie unter IV.2. diskutiert lassen sich Hinweise auf
mogliche molekulare Mechanismen, {iber die der Stat3-Signalweg zur Entartung duktaler
Zellen fithren konnte, aus den Funktionen der durch Stat3 in ihrer Expression gesteigerten
Proteine ableiten. Diese tragen, wie bereits beschrieben, potentiell zu apoptotischer
Resistenz, kontinuierlicher Proliferation, Invasivitit und Metastasierung,
Angiogeneseinduktion sowie Tumor-begiinstigender Inflammation bei (vergleiche
Abschnitt IV.2.).

In den an die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen anschlieBenden, in
unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Experimenten evaluierten wir diese molekularen
Mechanismen, unter anderem iiber die Detektion entsprechender Markerproteine, genauer.
Im Vergleich zu Kras®'’’-Miusen zeigte das Pankreas Stat3-defizienter
Kras®'?P;Star3*"*"-Tiere hierbei immunhisto- und/oder proteinchemisch eine vermehrte
Expression apoptotischer Marker, einen deutlich niedrigeren Proliferationsindex, eine
verminderte Expression proliferationsfordernder Proteine sowie eine fehlende Expression
des proinflammatorischen Enzyms Cox-2. Damit konnten wir beweisen, dass Stat3
tatsdchlich iiber die Regulation von Apoptose, Proliferation und Inflammation die

“1?D_abhingige maligne Entartung duktaler Zellen fordert (Lesina et al. 2011).

Kras

Der Nachweis von aktivem Stat3 sowohl in humanen Pankreasadenokarzinomen (Scholz
et al. 2003; Trevino et al. 2006; Hutzen et al. 2009; Glienke et al. 2010; Lin et al. 2010b)
als auch in murinen PanINs (Corcoran et al. 2011; Fukuda et al. 2011; Lesina et al. 2011)
filhrt konsequenterweise zu der Frage, wie Stat3 im Rahmen der pankreatischen
Onkogenese aktiviert wird. Hierbei konnten entweder zell-autonome Mechanismen oder
eine parakrine bzw. autokrine Stimulation der duktalen Zellen in einer Stat3-Aktivierung
resultieren.

GI12D

Unsere immunhistochemischen  Evaluationen der Kras -Tumormodellmaus

veranschaulichen die Expression von p-Stat3-Protein sowohl in malignen Zellen im
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Bereich der PanIN-Lasionen als auch in infiltrierenden Zellen und teilweise in
umgebenden Azini (vergleiche Abbildung 11B). Diese weitverbreitete Phosphorylierung
von Stat3 im Pankreas der Kras®'?”-Linie weist eher auf eine parakrine oder autokrine als
auf eine zell-autonome Aktivierung des Signalwegs hin. Fiir eine nicht-zell-autonome
Stat3-Aktivierung spricht auflerdem der ebenfalls in Abbildung 11B veranschaulichte

G12D_Nausmodells. Jak2 ist im Rahmen des

Nachweis von p-Jak2 im Pankreas des Kras
Stat3-Signalwegs Stat3 vorgeschaltet und katalysiert in seiner phosphoryliert aktiven Form
die Stat3-Phosphorylierung am Tyrosinrest 705 (Aaronson et al. 2002; Levy et al. 2002).
Die Phosphorylierung von Jak2 wiederum erfolgt liber die Aktivierung des ubiquitér
exprimierten gpl30-Rezeptors durch spezifische Liganden. Hierbei handelt es sich hdufig
um Zytokine des IL-6-Typs, wozu IL-6 selbst, aber auch LIF (leukemia inhibitor factor),
IL-11, OSM (Oncostatin M), CNTF (ciliary neurotrophic factor) und IL-27 z&hlen
(Heinrich et al. 1998). Der gleichzeitige Nachweis von p-Stat3 und p-Jak2 im Kras®'*"-
Modell legt die Vermutung nahe, dass die Aktivierung des Stat3-Signalwegs in der
pankreatischen Onkogenese eben iiber die vermehrte Expression dieser gpl30-
Rezeptorliganden erfolgen konnte. Hierfiir sprechen beispielsweise auch die Ergebnisse
mehrerer klinischer Studien, die zeigen konnten, dass die Hohe der IL-6-Serumwerte bei
am Pankreasadenokarzinom erkrankten Patienten signifikant mit dem Krankheitsausgang
korrelierte (Ebrahimi et al. 2004; Talar-Wojnarowska et al. 2009).

Daraus ergibt sich wiederum die Frage, ob die iiber die Bindung an den gp130-Rezeptor
zur Stat3-Aktivierung fithrenden Zytokine durch onkogenes Kras®'?’-exprimierende
pankreatische Zellen selbst, im Sinne eines autokrinen Mechanismus, oder durch Zellen in
der Umgebung der PanIN-Léasionen, in Form einer parakrinen Stimulation, gebildet
werden.

Fukuda und Kollegen induzierten mit Hilfe des Cholezystokinin-Analogons Caerulein in
Stat3-defizienten Ptfla- Cre;LSL-Kras“'?P ;StatSf/f -Miusen sowie in
Ptfla-Cre;LSL-Kras®'?P-Kontrolltieren eine akute Pankreatitis. Einen Tag nach Caerulein-
Injektion konnten sie mit Hilfe quantitativer PCR nachweisen, dass die Expression der
proinflammatorischen Zytokine und gp130-Rezeptor-Liganden /L-6 und [L-1/ in aus
Ptﬂa-Cre;LSL-KrasG”D;Statfvf/f- isolierten Pankreata deutlich niedriger war als in aus
Ptfla-Cre;LSL-Kras®'?’-Miausen gewonnenen Organen. Da Azinuszellen
erwiesenermallen eine epitheliale Quelle von Zytokinen im Rahmen einer Caerulein-
induzierten Pankreatitis darstellen (Grady et al. 1997; Blinman et al. 2000; Bhatia et al.

2002), maBen die Forscher zusdtzlich die Expression von /L-6 und IL-1] in primér
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kultivierten, mit Caerulein behandelten Azini, die aus Kontroll- sowie aus Stat3-
defizienten Ptfla-Cre;Stat3”-Mausen isoliert wurden. Hierbei zeigte sich ebenfalls eine
signifikant niedrigere Expression sowohl von /L-6 als auch von /L-/1 in den Azini, die
kein p-Stat3Y’* bilden (Fukuda et al. 2011). Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass
IL-6 und IL-11 wiederum selbst Stat3-Zielgene darstellen (Sumimoto et al. 2006; Ernst et
al. 2008), lasst sich aus den Ergebnissen von Fukuda und Kollegen riickschlieBen, dass
Stat3 vermutlich in Form eines autokrinen Mechanismus {iber die Steigerung der
Expression der gp130-Rezeptor-Liganden IL-6 und IL-11 in pankreatischen Azinuszellen

S12D_in_vivo-Modell der

selbst zur Aktivierung des Jak2/Stat3-Signalwegs im Kras
pankreatischen Onkogenese beitrégt.

Hinweise auf eine parakrine Stat3-Aktivierung in der pankreatischen Onkogenese lieferten
hingegen weiterfithrende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. In Ubereinstimmung mit
Fukuda und Kollegen konnten wir {iber die Messung der mRNA-Expression verschiedener

gpl130-Rezeptor-Liganden zeigen, dass Kras®'*?

-Tumormodellméuse im Vergleich zu
LSL-Kras“'?P-Kontrolltieren insbesondere eine erhohte mRNA-Expression des gpl30-
Rezeptor-Liganden IL-6 aufweisen. Zudem konnte unserer Arbeitsgruppe demonstrieren,

G12D_MAusen stammender

dass die Stimulation primirer, aus Kras
Pankreaskarzinomzelllinien mit IL-6 in einer starken Stat3"’*-Phosphorylierung resultiert
(Lesina et al. 2011). Dies beweist, dass IL-6 tatsdchlich, vermutlich eben iiber die Bindung
an den gpl30-Rezeptor, dazu in der Lage ist den Stat3-Signalweg im Kras®*"-
Mausmodell zu aktivieren.

Das Vorliegen einer stromalen Desmoplasie stellt ein  morphologisches
Kerncharakteristikum des Pankreaskarzinoms dar. Die Komponenten dieses die
neoplastischen Gangstrukturen umgebenden Stromas pridgen in ihrer Gesamtheit ein fiir
das Pankreaskarzinom charakteristisches, komplexes ,, Tumor-Mikroenvironment“. Hieran
beteiligt sind unter anderem inflammatorische Zellen und Makrophagen, die Chemokine
und eben Zytokine wie IL-6 freisetzen (Algiil et al. 2007b). Unsere Arbeitsgruppe
untersuchte im Rahmen weiterfiihrender —immunhistochemischer Evaluationen
konsequenterweise, ob moglicherweise Zellen in der Umgebung der PanIN-Liasionen in

G12D_Nzusen fiir die Produktion des Stat3-aktivierenden IL-6 verantwortlich sind.

Kras
Tatsdchlich konnten wir infiltrierende Makrophagen als Quelle der IL-6-Expression
herausstellen (Lesina et al. 2011). Dies bestitigt die Vermutung, dass die Aktivierung von
Stat3 im in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese eben nicht iiber zell-autonome

. . . . . . 12D .
Mechanismen, sondern iiber eine direkte Interaktion zwischen Kras®'*” exprimierenden
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duktalen Zellen und umgebenden Makrophagen als Teil des ,,Tumor-Mikroenvironments*
iiber die Freisetzung von IL-6 erfolgt.

Die oben diskutierten Ergebnisse von Fukuda und Kollegen offenbaren, dass Stat3 wohl in
seiner Rolle als Transkriptionsfaktor selbst die Bildung der gp130-Rezeptor-Liganden IL-6
und IL-11 induziert und so zusitzlich zur parakrinen Stimulation einen autokrinen

G12D_©fausmodell

Mechanismus zur Aktivierung des Jak2/Stat3-Signalwegs im Kras
aufrecht erhilt.

Dariiber hinaus verdeutlichen sowohl die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe als
auch die Ergebnisse von Fukuda und Kollegen, dass Inflammation und Karzinogenese im
Pankreas eng miteinander verstrickt sind.

Neben der Regulation von Apoptose und Proliferation scheint Stat3 in seiner Funktion als
Induktor proinflammatorischer Mediatoren iiber die Etablierung einer tumor-forderlichen

GI2D_yermittelten

Entziindung zur Progression préneoplastischer Ldsionen in der Kras
pankreatischen Onkogenese beizutragen (Fukuda et al. 2011; Lesina et al. 2011). Zudem
wird Stat3 selbst in onkogenes Kras®'*’-exprimierenden duktalen Zellen durch aus
infiltrierenden Makrophagen stammende Zytokine aktiviert (Lesina et al. 2011). Die
Makrophagen sind Bestandteil des fiir das Pankreaskarzinom charakteristischen
,Mikroenvironments“, das sich aus unterschiedlichen Zelltypen, extrazelluldren
Matrixproteinen und neugebildeten Blutgefialen zuammensetzt (Algiil et al. 2007b).

Die genauere Beleuchtung der Rolle inflammatorischer Mechanismen bietet somit

moglicherweise einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur weiteren Analyse des Stat3-

Signalwegs im Kras®'*-in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese.

4. Ausblick

Die fiir die experimentellen Untersuchungen des Stat3-Signalwegs in dieser Arbeit

12D
verwendeten Kras®

-Méduse entwickeln zeitabhéngig préneoplastische Lisionen im
Pankreas, die identisch zu humanen PanINs sind (Hingorani et al. 2003a). Konstitutiv
aktives, phosphoryliertes STAT3-Protein konnte in humanen Pankreasadenokarzinomen
detektiert werden (Scholz et al. 2003). Wir konnten zeigen, dass p-Stat3*’*’-Protein auch
in murinen, Kras®*"-exprimierenden PanIN-Lisionen nachweisbar ist. Zudem konnten

wir Stat3 als einen essentielen Regulator der zeitabhdngigen Progression dieser PanINs im

Kras®"?P-Mausmodell herausstellen. Folglich erscheint es wahrscheinlich, dass eine
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abnorme Aktivierung des STAT3-Signalwegs auch in der humanen pankreatischen
Onkogenese maf3igeblich zur malignen Progression beitragt.

Experimentelle Untersuchungen der letzten Jahre fiihrten zur Entwicklung diverser
molekularer Stat3-Inhibitoren. Diese kleinen Molekiile blockieren die Stat3-abhingige
Signaltransduktion beispielsweise auf der Ebene der Stat3-Dimerisierung (Siddiquee et al.
2007), der Stat3-Phosphorylierung (Lin et al. 2010a) oder iiber die Inhibition von Jak2
(Hedvat et al. 2009). Zahlreiche andere selektive Kinase-Inhibitoren werden bereits zur
effizienteren Behandlung bestimmter Krebserkrankungen, die auf konventionelle
Behandlungsstrategien nur gering ansprechen, eingesetzt (McDermott et al. 2009). Auch
die in der Regel frustrane Behandlung des Pankreasadenokarzinoms konnte iiber die
Identifikation von Patienten, deren Tumorzellen konstitutiv aktives STAT3-Protein
exprimieren, mit Hilfe der beschriebenen STAT3-Inhibitoren im Sinne einer
personalisierten Krebstherapie moglicherweise deutlich verbessert werden. Die
Beleuchtung des STAT3-Signalwegs als spezifischen und vielversprechenden Ansatzpunkt
hin zu einer verbesserten Therapie des hochagressiven Pankreasadenokarzinoms sollte

daher das Ziel weiterfithrender klinischer Untersuchungen sein.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Das Pankreaskarzinom belegt in der Liste der tumorbedingten Todesursachen in der
westlichen Welt Platz vier (Jemal et al. 2010). Bedingt durch spéte Diagnosestellung, friihe
Metastasierung und mangelnde therapeutische Optionen ist die Prognose des
Pankreaskarzinoms mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 5% ausgesprochen
schlecht (Hidalgo 2010).

Auf histopathologischer und molekulargenetischer Ebene wurde ein definiertes
Progressionsmodell des duktalen Pankreasadenokarzinoms entwickelt. Hiernach entsteht
das invasive Karzinom auf dem Boden spezifischer, prineoplastischer Vorlduferldsionen,
den sogenannten pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanINs), die in die Stadien
1-3 eingeteilt werden. Mit steigendem Stadium nehmen die zelluliren und
architektonischen Atypien im Bereich der duktalen Strukturen zu. Parallel dazu lassen sich
den einzelhnen PanIN-Lésionen auch bestimmte Mutationen von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen zuweisen (Hruban 2000).

Unter Anwendung der Cre/loxP-Technologie entwickelten die Forscher David Tuveson
und Tyler Jacks ein Mausmodell, in dem iiber die pankreasspezifische Etablierung einer
aktivierenden G12D-Mutation des Exons 1 des Kras-Onkogens das komplette PanIN-
Spektrum in der Maus rekapituliert werden kann (Hingorani et al. 2003a). Spezifische

Signalwege, die die Kras®'?”

-vermittelte PanIN-Progression vorantreiben, sind bisher
weitgehend unbekannt.
Das Protein Stat3 fungiert auf zelluldrer Ebene als wichtiger transkriptioneller Regulator
von Genen, deren zugehorige Proteine in fundamentale biologische Zellprozesse, wie
Apoptose, Proliferation, Inflammation und Angiogenese, involviert sind . Eine konstitutive
Aktivitdit des STAT3-Signalwegs, wie sie bereits in zahlreichen humanen Tumoren
nachgewiesen werden konnte, erhoht das Risiko einer zelluldren Entartung iiber eine
Dysregulation dieser Zellprozesse (Yu et al. 2004; Groner et al. 2008). Auch in humanen
Pankreaskarzinomzelllinien und -geweben wurde eine abnorme STAT3-Aktivitit
dokumentiert (Scholz et al. 2003; Hutzen et al. 2009). Die genaue Funktion des Stat3-
Signalwegs in der pankreatischen Onkogenese wurde bisher jedoch nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher zundchst zu priifen, ob der Stat3-Signalweg auch im

GI2D

murinen Kras~ “"-in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese aktiv ist. Protein- und

immunhistochemisch konnten wir potentiell transkriptionell aktives, phosphoryliertes
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Stat3-Protein sowie Stat3-abhingige Zielproteine in PanIN-Lisionen von Kras®'?’-

Maiusen nachweisen.

Um den Einfluss dieser Stat3-Aktivitit auf die Kras®*’-vermittelte PanIN-Progression
beurteilen zu konnen, etablierten wir mit Hilfe des Cre/loxP-Rekombinationssystems eine
pankreasspezifische Deletion des fiir den Tyrosinrest 705 des Stat3-Molekiils kodierenden
Exons 21 des Stat3-Gens. In der resultierenden Kras®'??;Stat3*”*“-Maus wird so die

3Y7% im exokrinen und in Teilen des endokrinen Pankreas verhindert

Bildung von p-Stat
und damit die Stat3-abhingige Signaltransduktion inaktiviert.

Die Inaktivierung des Stat3-Signalwegs hat keine Einfluss auf Morphologie und
Physiologie des exokrinen und endokrinen Pankreas. Auch beeintrichtigt die Stat3-
Defizienz nicht die Ausprigung der pankreasspezifischen, onkogenen Kras®*’-Mutation
in Kras®'??;Stat3*"* Tieren.

Morphologische und biochemische Analysen des Pankreas Stat3-defizienter
Kras®'?P;Stat3*""“-Miduse im Vergleich zu Kras®'*’-Kontrolltieren offenbaren eine

“I2D_Mausmodell typischen, altersabhingigen

deutliche Verzogerung der fiir das Kras
PanIN-Progression. Die grundsatzliche Initiierung praneoplastischer Lasionen im Pankreas
kann durch die Inaktivierung der Stat3-abhidngigen Signaltransduktion jedoch nicht
verhindert werden.

Stat3 stellt somit offensichtlich einen essentiellen Regulator der Progression
praneoplastische Lésionen im murinen in-vivo-Modell der pankreatischen Onkogenese dar.

GI2D_Mzusen detektierbaren PanIN-Lisionen identisch mit humanen

Da die in Kras
PanINs sind, erscheint es wahrscheinlich, dass eine abnorme Aktivierung des STAT3-
Signalwegs auch in der humanen Pankreaskarzinogenese mafigeblich zur Progression
praneoplastischer Lasionen beitréagt.

Der STAT3-Siganlwegs stellt somit moglicherweise einen vielversprechenden
Ansatzpunkt in der bisher weitestgehend frustranen Therapie des Pankreaskarzinoms dar

und sollte im Rahmen  klinischer Studien weiter beleuchtet werden.
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