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1 

1 Einleitung 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas stellt mit 85 % aller pankreatischen 

Tumoren die häufigste Karzinomart dar. In der westlichen Welt ist es die 

zehnthäufigste Krebsform, auf Grund seiner aggressiven Natur nimmt es jedoch den 

vierten Rang der Mortalitätsstatistiken für Krebs ein (Mihaljevic et al., 2010). Trotz 

enormer wissenschaftlicher Bemühungen besserten sich die 5-Jahres-

Überlebensraten in den letzten Jahrzehnten nur unwesentlich und liegen immer noch 

bei nur 5 % (Jemal et al., 2010). Die infauste Prognose ist unter anderem Resultat 

des aggressiven lokalen Tumorwachstums, der frühen lymphogenen und 

hämatogenen Metastasierung und fehlender diagnostischer Modalitäten zur frühen 

Detektion. Außerdem fehlen beim duktalen Pankreaskarzinom effektive 

Therapieoptionen. Bei 15-20 % der Patienten wird das Pankreaskarzinom in einem 

resektablen Stadium diagnostiziert, aber nur 20 % der operierten Patienten 

überleben fünf Jahre (Li et al., 2004).  

In Analogie zur Adenom-Karzinomsequenz des Kolonkarzinoms werden auch beim 

Pankreaskarzinom prämaligne Vorstufen, die sogenannten pankreatischen 

intraepithelialen Neoplasien (PanINs) 1-3, beschrieben (Hruban et al., 2001). Bereits 

in diesen Vorläuferläsionen lassen sich die charakteristischen genetischen 

Veränderungen des Pankreaskarzinoms nachweisen (Schneider et al., 2003). Das 

sequentielle Auftreten von Mutationen in dem Protoonkogen K-RAS und den 

Tumorsuppressorgenen CDKN2A, TP53 und DPC4/SMAD4 führt zur Initiation und 

Progression der Karzinogenese und damit letztendlich zum Pankreaskarzinom 

(Schneider et al., 2003).  

1.2 Apoptose 

Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein physiologischer Prozess 

zur Wachstumskontrolle von Zellen und Regulation der Gewebshomöostase (Fulda 

et al., 2006). Es handelt sich um ein zelluläres Programm, das sich durch typische 

morphologische Veränderungen wie Zellschrumpfung, Kondensation des Chromatins 

und Bildung kleiner Blasen (blebbing) in der zytoplasmatischen Membran 

auszeichnet.  
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1.2.1  Intrinsischer und Extrinsischer Apoptosesign alweg 

Die Induktion der Apoptose beruht auf einer Gruppe von Cysteinproteasen, den 

Caspasen. Caspasen werden als Proformen synthetisiert und durch Spaltung an 

einem Aspartatrest aktiviert. Da sie sich gegenseitig spalten und aktivieren, existiert 

ein Amplifikationsmechanismus über eine Proteasekaskade. Zusätzlich spalten 

Caspasen zahlreiche Substrate wie DNase-Inhibitoren oder Proteine des 

Zytoskeletts, was letzten Endes zu den typischen morphologischen Veränderungen 

der Apoptose führt (Hamacher et al., 2008). 

Es gibt zwei alternative Signalwege um Apoptose zu initiieren, wobei beide über eine 

proteolytische Kaskade schließlich die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktivieren: 

Der eine Signalweg wird intrinsischer oder mitochondrialer Signalweg genannt, weil 

das Mitochondrium die Schlüsselrolle bei der Apoptoseinitiierung einnimmt. Der 

intrinsische Weg wird durch Mangel an Überlebensfaktoren, Stress oder Zellschäden 

(Schneider et al., 2005; Hamacher et al., 2008), aber auch durch DNA-Schäden nach 

UV-, γ-Bestrahlung oder Chemotherapie eingeleitet (Schmitz et al., 2000). Der exakte 

Mechanismus ist noch nicht gänzlich geklärt, aber ein Ungleichgewicht von pro- und 

anti-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2 Familie führt letztendlich zur Aktivierung 

von BAX und/oder BAK, die die äußere mitochondriale Membran permeabilisieren. 

Dies führt zur Freisetzung von Cytochrom C und anderer Apoptoseinduktoren aus 

dem intermembranösen Spalt des Mitochondriums. Im Zytosol formen Cytochrom C, 

APAF-1, ATP und die Initiatorcaspase 9 den Apoptosom-Multiproteinkomplex, in dem 

die Initiatorcaspase 9 aktiviert wird. Dies induziert die Spaltung von Effektorcaspasen 

wie der Caspase 3 (Fulda, 2007; Hamacher et al., 2008). 

Der zweite Signalweg wird extrinsischer Signalweg genannt und durch verschiedene 

Todesrezeptoren an der Zelloberfläche aktiviert. Diese Rezeptoren sind Mitglieder 

der Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-) Rezeptor-Superfamilie, die sich aus den TNF-, 

FAS- und TRAIL- (TNF-related apoptosis inducing ligand-) Rezeptoren 

zuammensetzt (Hussein et al., 2003). Sie haben eine gemeinsame intrazelluläre 

Domäne, die Todesdomäne (death domain) genannt wird. Die Aktivierung des 

Rezeptors nach extrazellulärer Bindung eines spezifischen Liganden (TNF-α, FAS-L 

und TRAIL) initiiert die Rekrutierung des FAS-associated death domain proteins 

(FADD) und der Procaspasen 8 und 10 zur Todesdomäne, welche den death-

inducing signaling complex (DISC) bilden. Am DISC wird die Initiatorcaspase 8 
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aktiviert. In Typ I-Zellen führt dies direkt zur Aktivierung von Effektorcaspasen und 

zur Apoptose. In Typ II-Zellen, zu denen auch duktale Pankreaskarzinomzellen 

zählen (Hinz et al., 2000), sind die über den DISC aktivierten Caspasen nicht 

ausreichend, um effektiv Apoptose zu induzieren und es bedarf eines 

mitochondrialen Verstärkermechanismus. Hierzu wird das pro-apoptotische BH3-only 

Protein BID durch Caspase 8 gespalten. Aktiviertes BID transloziert ins 

Mitochondrium und induziert letztendlich die Permeabilisierung der äußeren 

mitochondrialen Membran (Igney et al., 2002). Über die Bildung des Apoptosoms 

trägt dieser Mechanismus zur Aktivierung von Effektorcaspasen in Typ II-Zellen bei 

(Mahalingam et al., 2009). 

1.2.2 Die TRAIL-Rezeptoren 

TRAIL ist ein Mitglied der TNF-Superfamilie, das durch Bindung an Todesrezeptoren 

Apoptose induzieren kann (LeBlanc et al., 2003). Bisher sind fünf verschiedene 

Rezeptoren bekannt. Die TRAIL-Rezeptoren-1 und -2, auch DR4 und DR5 genannt, 

besitzen zytoplasmatische Todesdomänen und können dadurch den 

Apoptosesignalweg aktivieren. Die TRAIL-Rezeptoren-3 und -4, auch DcR1 und 

DcR2 genannt, sind Decoy-Rezeptoren, da ihre extrazelluläre Domäne zwar in 

Homologie zu der von DR4 und DR5 aufgebaut ist, eine intrazelluläre Domäne 

jedoch fehlt. Der fünfte TRAIL-Rezeptor, der sogenannte Osteoprotegrin, ist ein 

sekretierter Rezeptor, der jedoch nur eine sehr niedrige Affinität für TRAIL besitzt 

(Mahalingam et al., 2009). Innerhalb der TNF-Familie zeichnet sich TRAIL durch eine 

tumorselektive zytotoxische Wirkweise aus (Ashkenazi et al., 1999). 

1.2.3 Das S-Phase Kinase-assoziierte Protein 2 (SKP 2) 

Das Onkogen S-Phase Kinase-assoziierte Protein 2 (SKP2) ist ein F-Box-Protein, 

das in den meisten humanen Tumoren überexprimiert wird. SKP2 wirkt als 

Rezeptorkomponente des SKP1-Cullin-F-box-Protein- (SCF-) Ubiquitin-Ligase-

Komplexes. Seine onkogene Funktion wird durch die Ubiquitinierung und 

Degradierung von Proteinen wie den Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitoren p27Kip1, 

p21Cip1, p57Kip2 oder dem Retinoblastoma-like 2 (p130) Protein vermittelt (Frescas et 

al., 2008; Nakayama et al., 2005; Hershko, 2008). In Pankreaskarzinomzellen wird 

das SKP2-Gen durch die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und NF-κB-

Signalwege aktiviert (Reichert et al., 2007; Schneider et al., 2006). Außerdem wurde 
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in etwa einem Drittel aller Pankreaskarzinome ein hohes SKP2-Expressionsniveau 

beobachtet, wobei die hohe SKP2-Expression ein unabhängiger Marker für eine 

schlechte Prognose ist (Einama et al., 2006). 

1.3 Histondeacetylasen (HDACs) 

Histondeacetylasen (HDACs) regulieren über reversible Deacetylierung die 

Expression und Aktivität zahlreicher Proteine, die sowohl bei der Initiierung als auch 

der Progression von Karzinomen involviert sind. Entsprechend phylogenetischer 

Analysen und Sequenzhomologien können sie in die Klasse I bis IV Deacetylasen 

eingeteilt werden. Die HDACs 1, 2, 3 und 8 sind den Hefen Rpd3 homolog und 

repräsentieren die Klasse I. Der Klasse II gehören die den Hefen Hda1 homologen 

Enzyme HDAC 4, 5, 6, 7, 9 und 10 an. Sie wird entsprechend der Anzahl ihrer 

katalytischen Domänen unterteilt. Die HDACs 4, 5, 7 und 9 haben eine katalytische 

Domäne und werden in die Klasse IIa eingeteilt, die HDACs 6 und 10 haben zwei 

katalytische Domänen und bilden die Klasse IIb (Schneider et al., 2010). HDAC11 

wird der Klasse IV zugeordnet, da sie Ähnlichkeit mit den Klassen I und II besitzt. 

Abgesehen von HDAC3 sind die HDACs der Klasse I vor allem im Kern lokalisiert, 

wohingegen Klasse II-Enzyme erst nach spezifischer Stimulation in den Kern 

wandern. Im Gegensatz zur Zink-abhängigen Katalyse der Klasse I, II und 

IV-Enzyme, setzen die Klasse III Deacetylasen (SIRT 1-7) NAD+ als Kofaktor ein 

(Yang et al., 2008; Haberland et al., 2009).  

Die ersten identifizierten Substrate der HDACs sind Histone. HDACs deacetylieren 

die ε-Aminogruppe der Lysine im N-Terminus der Histone, was zu einer Verdichtung 

des Chromatingerüsts (Heterochromatin) und meist zu einer Suppression der 

Genexpression führt (Yang et al., 2008; Haberland et al., 2009). Im Gegensatz zu 

HDACs führt die Histon-Acetyltransferase-vermittelte Acetylierung der N-terminalen 

Lysinreste von Histonen zu einer offenen Chromatinstruktur (Euchromatin) und 

transkriptioneller Aktivierung. Spezifische Muster von Histonacetylierung und 

-deacetylierung beeinflussen andere post-translationelle Histonmodifizierungen, 

welche den sogenannten „Histon-Code“ generieren (Jenuwein et al., 2001; Glozak et 

al., 2007). Zum Beispiel ist die Acetylierung des Lysins 9 des Histons H3 ein Zeichen 

aktiver Transkription. Phylogenetische Analysen zeigen, dass sich die klassischen 

HDACs vor den Histonproteinen entwickelt haben (Schneider et al., 2010). Daher 

wird eine stetig wachsende Anzahl von HDAC-Substraten beschrieben, die keine 
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Histone sind. Viele dieser Proteine sind Transkriptionsfaktoren wie p53, NF-κB und 

STATs. Deshalb können Veränderungen im Transkriptom unter der Behandlung mit 

HDAC-Inhibitoren (HDACI) durch eine direkte Modulation des „Histon-Codes“ oder 

als Konsequenz einer indirekten Modulation der Transkriptionsfaktoraktivität 

hervorgerufen werden (Schneider et al., 2010; Witt et al., 2009; Buchwald et al., 

2009; Spange et al., 2009).  

Da HDACs an der Kontrolle von Proliferation, Apoptose, Differenzierung, Migration 

und Angiogenese von Krebs beteiligt sind, bilden sie eine attraktive therapeutische 

Zielgruppe (Glozak et al., 2007). So wird der HDACI Suberoylanilid-Hydroxamsäure 

(SAHA) seit 2006 in der Behandlung des kutanen T-Zell Lymphoms verwendet 

(Marks, 2007; Xu et al., 2007).  

1.4 Fragestellung und Zielsetzung 

TNF-related apoptosis inducing ligand- (TRAIL-) Agonisten sind vielversprechende 

tumorzellspezifische Therapeutika, welche sich in verschiedenen Studien durch eine 

überaus gute Verträglichkeit auszeichnen (Kuijlen et al., 2010; Trarbach et al., 2010; 

Ashkenazi et al., 2008). Ihre therapeutische Effektivität wird jedoch in vielen 

Tumorzellen durch eine Resistenz gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose reduziert, 

deren molekulare Mechanismen bisher noch nicht ausreichend verstanden werden. 

Auch in vielen Pankreaskarzinomzellen wurde eine TRAIL-Resistenz beschrieben 

(Schneider et al., 2008; Sahu et al., 2011; Wang et al., 2007). Seit längerem ist 

bekannt, dass das S-Phase Kinase-assoziierte Protein 2 (SKP2) bei der 

Zellzyklusregulation eine bedeutende Position einnimmt. Neuere Arbeiten lassen 

jedoch auf Zellzyklus-unabhängige Funktionen schließen (Kim et al., 2003; von der 

Lehr et al., 2003; Kitagawa et al., 2008). In dieser Arbeit sollte die Frage beantwortet 

werden, ob SKP2 in Pankreaskarzinomzellen an der Regulation von Apoptose 

beteiligt ist.  

Histondeacetylasen (HDACs) werden in vielen soliden Tumoren überexprimiert. 

Obwohl pan-HDAC-Inhibitoren in vielen Tumoren für TRAIL-induzierte Apoptose 

sensibilisieren, sind die daran beteiligten HDAC-Isoformen nicht bekannt. Da die 

HDAC2 in Pankreaskarzinomen überexprimiert und an der Regulation der 

intrinsischen Therapieresistenz beteiligt ist, sollte die Funktion von HDAC2 in 

extrinsischen Apoptosewegen untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

2-Log DNA-Leiter New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland 

Actinomycin D Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

Agarose PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 

Ammonium persulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

Bio-Rad Precision Plus Protein Standard Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 

Bio-Rad Protein-Assay Farbstoff Konzentrat Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 

Blotting Grade – Blocker – Non-Fat Dry Milk Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 

Bovine Serum Albumin (BSA) Standard Thermo Fisher Scientific, Piece  Biotechnology, 
Rockford, IL, USA 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

Butylhydroxyanisol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

DMEM Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

D-PBS Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA (Etylendiamintetraessigsäure) Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Ethanol  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethidiumbromid (10mg/ml) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Etoposid EMD Biosciences, San Diego, CA; USA 

FCS Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Gel Loading Dye, blue (6x) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland 

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

HCI Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Hoechst Reagenz H33342 EMD Biosciences, San Diego, CA, USA 

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller 

Kanamycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

LB-Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

LB-Medium Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

MTT-Reagenz (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

N-Acetylcystein Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

NaOH Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Nonidet P40 (NP40) Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

OligofectaminTM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

OptiMEM® Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Passiv-Lyse-Puffer Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin Lösung Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems Inc., Carlsbad, CA, USA 

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 

RLT-Puffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RPMI 1640 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Ultra Pure) ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 

SOC-Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

TEMED Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

TRAIL, Human, Recombinant, E.coli EMD Biosciences, San Diego, CA; USA 

TRIS Ultra Qualität Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Trypsin-EDTA Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Valproinsäure (VPA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Biopur Combitips Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Cyro Tubes Nunc Brand Products, Napeville, IL, USA 

Immobilon-P (PVDF) Membran Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Micro AmpTM optical 96-well Reaction-Plate Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA 

Neubauerzählkammer LO-Laboroptik GmbH, Bad Homburg, Deutschland 

Pasteurpipetten, Glas Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt, 
Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Petrischalen Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße 0,65 ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Reaktionsgefäße 1,5 und 2ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Safe-lock Reaktionsgefäße Biopur Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Schlauchfolie Rische + Herfurth GmbH, Hamburg, Deutschland 

Serologische Pipetten BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Whatman®-Paper Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

Zellkulturverbrauchsmaterialien (Flaschen, 
Schalen, well-Platten, Röhrchen) 

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA, TPP Tissue 
Culture Labware, Trasadingen, Schweiz, Sarstedt AG 
& Co., Nürnbrecht, Deutschland 

Zellschaber TPP® AG, Trasadingen, Schweiz 

2.1.3 Kommerziell erhältliche Kits 

Tabelle 3: Kommerziell erhältliche Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Caspase-GloTM 3/7-Assay Promega Corporation, Madison, WI, USA 

Plasmid Mini/Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

QIAprep spin Miniprep Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Renilla-Luciferase-Assay System Promega Corporation, Madison, WI, USA 

RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

TaqMan Reverse Transcription Reagents Applied Biosystems Inc. Foster City, CA, USA 

TOPO TA Cloning® Kit, Dual Promotor,  

pCRII®-TOPO® Vector 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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2.1.4 Geräte 

Tabelle 4: Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Analysenwaage Kern AGB Gottlieb Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, 
Deutschland 

Autoklav 2540 EL Tuttnauer Europe B.V., EH Breda, Niederlande 

BD FACSCalibur Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

CO2-Begasungsbrutschrank 
HERAcell®240 

Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA 

Dewar-Transportgefäß, Typ B KGW-Isotherm, Karlsruhe, Deutschland 

Eppendorf 5432 Mixer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Hallbergmoos, Deutschland 

FLUOstar OPTIMA BMG Labtech GmbH, Offenburg, Deutschland 

Folienschweißgerät SEVERIN Elektrogeräte GmbH, Sundern, Deutschland 

Galaxy Argon Plus Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 

Geldokumentationssystem Gel Doc XR+ Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 

Gelektrophoresekammer Sunrise Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

HoeferTM Dual Gel Caster Amersham, Freiburg, Deutschland 

HoeferTM HE33 Mini Horizontal Submarine 
Unit 

Amersham, Freiburg, Deutschland 

HoeferTM SE 250 /SE 260 Amersham, Freiburg, Deutschland 

Lumat LB 9507 Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, Deutschland 

Mikroplattenphotometer Anthos 2001 Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, Deutschland 

Mikrowelle Siemens AG, München, Deutschland 

Multipipette stream Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

NanoDrop NP-10 Fluorospektrometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 

Odyssey® Infrared Imaging System LI-COR Biotechnology GmbH, Bad Homburg, Deutschland 

PCR-Maschinen TPersonal/TGradient Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen, 
Deutschland 

pH-Meter pH 521 WTW GmbH, Weilheim, Deutschland 

Pipettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt, 
Deutschland 

Power Supply EPS 601 GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 

Präzisionswaage Kern, FTB Gottlieb Kern & Son GmbH, Balingen-Frommern, 
Deutschland 

Semi-Dry-Blottingapperatur Kreutz, Reiskirchen, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller 

Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA 

StepOneTM Real-Time PCR System Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA 

Thermoycler Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

Tischzentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Vortex  Reax 2000 Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschland 

Vortex VF2 IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland 

Wasserbad 1003 GFL Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, 
Deutschland 

Wasserbad Microm SB80 Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA 

Zentrifuge Avanti J25 Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA 

Zentrifugen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

2.1.5 Lösungen und Puffer 

Tabelle 5: Eingesetzte Puffer 

Puffer Zusammensetzung 

Trenngelpuffer 1,5 M TRIS/HCl, pH 8,8 

Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS/HCl, pH 6,8 

Laufpuffer (10fach) 35 mM SDS, 0,25 M TRIS/HCl, 2 M Glycin 

Transferpuffer 39 mM Glycin, 48 mM TRIS/HCl, 0,037 % (w/v) SDS, 20 % 
(v/v) Ethanol, pH 8,3 

PBS (10fach) 1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 40 mM Na2HPO4, 18 mM 
KH2PO4, pH 7,4 

Laemmli-Probenpuffer (5fach) 0,35 M SDS, 50 % (v/v) Glycerin, 0,3 M TRIS/HCl, 0,7 mM 
Bromphenolblau Na-Salz, 5 % (w/v) Mercaptoethanol, pH 
6,8 

IP-Puffer 50 mM HEPES (pH 7,9), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 
8), 0,5 % (v/v) NP40, 10 % (v/v) Glycerol 

Blocking-Puffer 5 % (v/v) Magermilchpulver, 0,1 % (v/v) NP40, gelöst in 
PBS 

Waschpuffer 1x PBS, 0,1 % (v/v) NP40 oder 1x PBS, 0,1 % (v/v) 
TWEEN 20 

Stripping-Puffer (Odyssey) 25 mM Glycin, 2 % (w/v) SDS, pH 2 

TAE-Puffer (50fach) 2 M TRIS, 100 mM EDTA, 5,71 % (v/v) Essigsäure 
(100 %), pH 8,5 
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Tabelle 6: Puffer für FACS-Analyse 

Puffer für FACS-Analyse Zusammensetzung 

Propidiumjodid-Färbe-Puffer NaCitrate 0,1 % (w/v), Triton X-100 0,1 % (v/v),  

Propidiumjodid 50 µg/ml, pH 6,8 

 

2.1.6 Antikörper 

Primäre Antikörper für Western Blot 

Tabelle 7: Primäre Antikörper für Western Blot 

AK Typ Wirt Verdünnung 

DR4 ProScience Inc., Poway, CA, USA Hase 1:500 

DR5 ProScience Inc., Poway, CA, USA Hase 1:500 

HDAC2 (polyklonal) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA Hase 1:500 

HDAC2 (monoklonal) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA Maus 1:500 

SKP2 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland  Maus 1:250 

XIAP R&D Systems, Minneapolis, MN, USA Ziege 1:500 

cIAP1 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA Hase 1:500 

cIAP2 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA Ziege 1:500 

Survivin R&D Systems, Minneapolis, MN, USA Hase 1:250 

BID Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA Hase 1:500 

Caspase 8 Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA, 

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Maus 1:500 

BCL-XL Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA Hase 1:250 

MCL1 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA Hase 1:500 

Flip BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland Hase 1:250 

PARP BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland Maus 1:250 

HDAC1 Upstate/Millipore, Billerica, MA, USA Maus 1:250 

β-Actin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland 

Maus 1:2000 
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Sekundäre Antikörper für Western Blot 

Tabelle 8: Sekundäre Antikörper für Western Blot 

AK Typ Verdünnung 

AlexaFluor680-coupled Molecular Probes, Leiden, Niederlande 1:5000 

IRDyeTM800-coupled Rockland Inc., Gilbertsville, PA, USA 1:5000 

 

Primärer Antikörper für FACS-Analyse 

Tabelle 9: Primärer Antikörper für FACS-Analyse 

AK Typ Konzentration 

DR5 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 2 µg/ml 

 

Sekundärer Antikörper für FACS-Analyse 

Tabelle 10: Sekundärer Antikörper für FACS-Analyse 

2.1.7 siRNA (small interfering RNA) 

Die siRNAs wurden bei Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) erworben. 

Die Lagerung erfolgte in einem Stock von 40 µM bei -80 ° C. 

Die verwendeten siRNAs hatten folgende Zielsequenzen: 

Tabelle 11: siRNA Zielsequenzen (Matrizenstrang) 

Bezeichnung Sequenz 

Kontroll-siRNA 5’ CAG UCG CGU UUG CGA CUG GdTdT 3’ 

HDAC2 5’ GCC UCA UAG AAU CCG CAU GdTdT 3’ 

SKP2-3 5’ GCA UGU ACA GGU GGC UGU UdTdT 3’ 

SKP2-1 5’ GGG AGU GAC AAA GAC UUU GdTdT 3’ 

HDAC1 5’ GCA GAU GCA GAG AUU CAA CdTdT 3’ 

NOXA 5’ GGA AGU CGA GUG UGC UAC UdTdT 3’ 

Caspase 2-94 5’ ACA GCU GUU GUU GAG CGA AdTdT 3’   

Caspase 2-510 5’ CUU CCA GCU GGC AUA UAG GdTdT 3’ 

AK Typ Verdünnung 

PE-conjugated goat anti-mouse 
F(ab′)2 anti-IgG+IgM 

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, England 1:100 
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2.1.8 Echtzeit-PCR- Primer 

Tabelle 12: Echtzeit-PCR- Primer 

2.1.9 Primer für die Screening-PCR bei Klonierungen 

Tabelle 13: Screening-PCR-Primer 

Bezeichnung Sequenz 

M13 RV 5’ CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’ 

2.1.10 Luciferase-Reportergen Analyse 

Das 3xκB-Luc Reportergen wurde von Liptay et al. beschrieben (Liptay et al., 2003). 

Der HDAC2-Expressionsvektor wurde der Arbeitsgruppe freundlicherweise von 

Dr. M. Göttlicher zur Verfügung gestellt. pcDNA3 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland) wurde eingesetzt um die transfizierte DNA-Menge konstant zu halten. 

Alle Plasmide wurden zur Verifizierung sequenziert (Eurofins MWG GmbH, 

Ebersberg, Deutschland). 

2.1.11 Zelllinien 

Für diese Arbeit wurden ausschließlich humane Karzinomzelllinien verwendet, 

welche von der ATCC American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) über 

LGC Promochem, Wesel, Deutschland bezogen wurden. 

MiaPaCa2, Panc1 und PaTuII Zellen wurden in DMEM Medium, DanG und BxPC3 

Zellen wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert. Das jeweiligen Medium wurde mit 

10 % (w/v) hitzeinaktiviertem FCS und 1 % (w/v) Penicillin/Streptomycin versehen. 

Die Kultivierung erfolgte bei 37 ° C und unter 5 % CO2-Begasung.  

Bezeichnung  Sequenz 

Cyclophilin Cyclo-FW 

Cyclo-RV 

5’ ATG GTC AAC CCC ACC GTG T 3’ 

5’ TCT GCT GTC TTT GGG ACC TTG TC 3’ 

HDAC2 HDAC2-FW 

HDAC2-RV 

5’ AGC ATC AGG ATT CTG TTA CGT TAA TGA 3’ 

5’ CAA CAC CAT CAC CAT GAT GAA TAT CT 3’ 

NOXA NOXA-FW 

NOXA-RV 

5’ CGG AGA TGC CTG GGA AGA A 3’ 

5’ CCA AAT CTC CTG AGT TGA GTA GCA 3’ 

HDAC1 HDAC1-FW 

HDAC1-RV 

5’ GCT CCA TCC GTC CAG ATA AC 3’ 

5’ CTC AAA CAG GCC ATC GAA TA 3’ 
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2.2 Experimentalmethoden 

Sämtliche Zellkulturversuche wurden als Triplikate durchgeführt. Außerdem wurde 

jedes Ergebnis durch mindestens 3 unabhängig voneinander durchgeführte 

Experimente bestätigt. 

2.2.1 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit den angegebenen Medien in Brutschränken. 

Sämtliche Zellkulturarbeiten wurden an Sterilwerkbänken durchgeführt.  Um die 

Zellen zu passagieren und auszusäen, wurden sie mit PBS gewaschen, mit Trypsin 

abgelöst und vereinzelt. Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe einer 

Neubauerzählkammer durchgeführt.  

2.2.1.1 Chemische Hemmung von HDAC2 

Als Klasse I HDAC-Inhibitor (HDACI) wurde Valproinsäure (VPA, Merck KGaA, 

Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. VPA wurde nach Herstellerangaben gelöst und 

bei -20 ° C gelagert. Vor Behandlung der Zellen wurde zunächst eine 1,5 mM 

Verdünnung hergestellt. Das alte Medium wurde von den Zellen abgesaugt und 

durch die Verdünnung ersetzt. Diese wurde für 24 Stunden auf den Zellen belassen. 

2.2.1.2 Behandlung der Zellen mit TNF-related apoptosis inducing 

ligand (TRAIL) 

Die Stimulierung von TRAIL-Rezeptoren erfolgte mit humanem rekombinantem 

TRAIL (EMD Biosciences, San Diego, CA; USA). Dieses wurde als Stock mit einer 

Konzentration von 100 ng/μl in PBS gelöst und bei -80 ° C aufbewahrt. Für die 

Behandlung der Zellen wurde TRAIL mit dem entsprechenden Medium weiter 

verdünnt. Bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit TRAIL und VPA wurde der 

Ansatz mit den verwendeten Konzentrationen in einem Reaktionsgefäß vorbereitet. 

Das alte Medium wurde von den Zellen abgesaugt, durch die Verdünnung ersetzt 

und für die angegebenen Zeiträume auf den Zellen belassen. 

2.2.1.3 Hemmung der Transkription mit Actinomycin D  

Die Hemmung der Transkription erfolgte mit Actinomycin D (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, Deutschland). Dieses wurde als Stock mit einer Konzentration 

von 1 mg/ml in DMSO gelöst und bei -20 ° C aufbewahrt. Vor Behandlung der Zellen 
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wurde eine Verdünnung von 1 µg/ml mit dem entsprechenden Medium hergestellt. 

Dann wurde das alte Medium von den Zellen abgesaugt und durch die Verdünnung 

ersetzt. Diese wurde für 2 Stunden auf den Zellen belassen. 

2.2.1.4 siRNA-Transfektion 

Die Aussaat der Zellen erfolgte 24 Stunden vor der Transfektion in folgender 

Zelldichte:  In 96-well-Platten wurden 2000 Zellen pro well, in 12-well-Platten 

20000 Zellen pro well und in 6-well-Platten 50000 Zellen pro well ausgesät. Zunächst 

wurden die Zellen mit Medium ohne FCS gewaschen um etwaige Serumrückstände 

zu entfernen. Dann wurden bei 96-well-Platten 80 µl, bei 12-well-Platten 400 µl und 

bei 6-well-Platten 800 µl serumfreies Medium vorgelegt. 

Die Zellen wurden mit Hilfe von OligofectaminTM nach Angaben des Herstellers mit 

siRNA transfiziert. Pro well wurden 50 nM siRNA eingesetzt. Nach 5-minütiger 

Vorinkubation von OligofectaminTM mit Opti-MEM® wurde es zu dem Ansatz aus 

siRNA und Opti-MEM® gegeben. Der Ansatz wurde für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und dann auf die Zellen gegeben. Nach 4-stündiger 

Inkubation im Brutschrank wurde Medium mit 20 % (v/v) FCS zugegeben. Das 

Medium wurde am folgenden Tag durch frisches Medium mit 10 % (v/v) FCS ersetzt. 

48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für die entsprechenden Analysen 

verwendet. 

2.2.1.5 Ganzzellextrakte 

Um Ganzzellextrakte zu gewinnen wurden die Zellen vor der Ernte mit PBS 

gewaschen. Mit Hilfe von IP-Puffer wurden die Zellen lysiert. Sie wurden mit einem 

Zellschaber auf Eis abgekratzt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zu einem 

späteren Zeitpunkt wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und für 20 Minuten bei 

13200 rpm und 4 ° C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt. Mit Hilfe der Methode nach Bradford wurde die Proteinmenge in den 

Proben bestimmt. In eine Mikrotiterplatte wurden je well 300 µl des 1:5 verdünnten 

Bradford-Reagenzes gegeben. Aus Rinderalbumin (BSA) wurde eine Standardreihe 

erstellt. Bei einer Wellenlänge von 595 nm wurde die Absorption der Farbreaktion im 

Mikroplatten-Absorptionsphotometer Anthos 2001 gemessen. Daraus konnte die 

Proteinkonzentration berechnet werden.  
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Durch entsprechende Verdünnung mit IP-Puffer wurde in allen Proben eine 

einheitliche Proteinkonzentration eingestellt. Die Proben wurden in Laemmli-Puffer 

aufgenommen und 5 Minuten bei 95 ° C erhitzt. Anschließend wurden die Extrakte 

bei -80 ° C weggefroren. 

2.2.2 Western Blot 

Mittels vertikaler SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proteine aus 

Ganzzellextrakten elektophoretisch aufgetrennt. Für die Trenngele wurde je 

nachdem, in welchem Bereich das Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine 

lag, zwischen 7,5 und 15 % Acrylamid eingesetzt: 

Tabelle 14: Polyacrylamid Trenngele und Sammelgel 
  (Mengen beziehen sich auf 5,5 x 8,5 x 0,075 cm Gele) 

Begonnen wurde mit der Vorbereitung des Trenngels. Nach Zugabe von APS und 

TEMED startete die Polymerisation. Zügig wurde der Ansatz in eine HoeferTM Dual 

Gel Caster pipettiert und mit Isopropanol überschichtet um einen glatten Abschluss 

an der Oberfläche sicherzustellen. Nach etwa 20 Minuten war das Gel polymerisiert, 

das Isopropanol konnte entfernt und durch den Sammelgelansatz ersetzt werden. 

Ein Probenkamm wurde eingesetzt. Nach weiteren 20 Minuten wurde dieser entfernt 

und die enstandenen Probentaschen wurden mit Laufpuffer gespült. Die 

Ganzzellextrakte wurden auf Eis aufgetaut und anschließend 6 Minuten bei 95 ° C 

erhitzt. Die Proben wurden aufgetragen, mit Laufpuffer überschichtet und bei einer 

Spannung zwischen 80 und 120 V  in einer Gel-Laufapparatur HoeferTM SE 250 bzw. 

SE 260 aufgetrennt. 

Anschließend erfolgte die Übertragung der Proteine auf eine Immobilon-P PVDF 

Membran nach dem Semi-Dry-Verfahren. Zur Aktivierung wurde die Membran in 

 Trenngele Sammelgel 

 7,5 % 9 % 10 % 12 % 15 % 4 % 

ddH20 2,45 ml 2,35 ml 2,05 ml 1,7 ml 1,2 5ml 1,5 ml 

Trenngel-/Sammelgelpuffer 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 650 µl 

Acrylamidlösung 30 % 1,25 ml 1,35 ml 1,65 ml 2,0 ml 2,5 ml 375 ml 

SDS 10 % 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 25 µl 

APS 10 % 25 µl 25 µl 25 µl 25 µl 25 µl 12,5 µl 

TEMED 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 5 µl 
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Methanol geschwenkt, in ddH2O gewaschen und in Transferpuffer gelegt. Auch das 

Trenngel wurde mit Transferpuffer abgespült. Je nach Proteingröße wurde zwischen 

20 und 50 Minuten bei 0,8 mA/cm² geblottet.  

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran nach dem 

Proteintransfer für 45 Minuten in Blocking-Puffer geschwenkt, welcher aus in 

Waschpuffer 5 % (w/v) gelöstem Magermilchpulver hergestellt wurde. Der 

Primärantikörper wurde in 3 ml Blocking-Puffer verdünnt, auf die Membran gegeben 

und über Nacht bei 4 ° C inkubiert. Anschließend wurde die Membran dreimal für 

10 Minuten in Waschpuffer geschwenkt. Der sekundäre, mit fluoreszierenden 

Farbstoffen markierte Antikörper wurde im Verhältnis 1:5000 in Blocking-Puffer 

verdünnt und für 60 Minuten auf der Membran bei Raumtemperatur lichtgeschützt 

inkubiert. Es folgte eine neue Reihe von Membranwaschungen wie oben 

beschrieben, unter  Ausschluss von Licht. Nun konnte mit dem Odyssey® Infrared 

Imaging System die Fluoreszenzintensität bei 700 bzw 800 nm Wellenlänge 

abgebildet werden.  

Um auf einer Membran weitere Proteine zu detektieren wurde die Membran zur 

Lösung gebundener Antikörper bei Raumtemperatur für 20 Minuten in Stripping-

Puffer geschwenkt, mit Waschpuffer abgespült und anschließend für 45 Minuten 

erneut mit Blocking-Puffer geblockt.  

2.2.3 Hoechst-Färbung 

Das Hoechst-Reagenz H33342 färbt DNA an, die anschließend mit Hilfe des 

Fluoreszenzmikroskops dargestellt werden kann.  

In 96-well-Platten wurde 24 Stunden nach Aussaat von 2000 Zellen eine 

Transfektion mit siRNA durchgeführt. 48 Stunden später wurden die Zellen für den 

jeweils angegebenen Zeitraum mit TRAIL behandelt. Das Hoechst- Reagenz wurde 

in einem 2 mM Stock gelagert und in einer Endverdünnung von 1:500 zu dem 

Medium gegeben. Nach 15-minütiger Inkubation stellte sich die Kernstruktur in der 

Fluoreszenzmikroskopie dar. Die Identifikation apoptotischer Zellen gelang durch die 

Darstellung der für die Apoptose charakteristischen kondensierten DNA. Zur 

Quantifizierung des Anteils apoptotischer Zellen wurden in zwei bis drei 

Gesichtsfeldern 300 bis 500 Zellen und gleichzeitig alle apoptotisch veränderten 

Zellen gezählt.   
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2.2.4 MTT-Zellviabilitätsassay 

Es wurden auf einer 96-well-Platte 2000 Zellen je well ausgesät. Es folgte entweder 

eine siRNA-Transfektion oder eine Inkubation mit VPA wie unter 2.2.1.4 und 2.2.1.1 

beschrieben. 48 Stunden später wurden die Zellen für den angegebenen Zeitraum 

mit TRAIL behandelt. Anschließend wurde der Assay gemäß den Herstellerangaben 

durchgeführt. In jedes well wurden 10 µl des MTT-Reagenzes zum Medium pipettiert. 

Nach 4-stündiger Inkubation im Brutschrank wurde das Medium vorsichtig 

abpipettiert. Die Lösung des Präzipitats erfolgte in 200 µl einer 1:1 Verdünnung aus 

DMSO und Ethanol. Nun konnte mit Hilfe des Mikroplatten-Absorptionsphotometer 

Anthos 2001 die spektrophotometrische Absorption bei einer Wellenlänge von 

570 nm gemessen werden. Die Referenzwellenlänge war 650 nm.  

2.2.5 Luciferase-Reportergen-Assay 

Für diesen Assay wurden 20000 Zellen je well einer 12-well-Platte ausgesät. 

24 Stunden später wurde eine Ko-Transfektion mit 500 ng pDNA und 50 nM siRNA 

durchgeführt. Das alte Medium wurde abgesaugt, die Zellen wurden mit Medium 

ohne FCS gewaschen und es wurden 400 µl Medium vorgelegt. Die Transfektion des 

Plasmides und der siRNA erfolgte mit OligofectamineTM nach Angaben des 

Herstellers. Nach fünfminütiger Vorinkubation des Master Mixes aus 

OligofectamineTM und OptiMEM wurde er zum Transfektionsansatz aus siRNA, 

pDNA und OptiMEM gegeben. Nach weiteren 20 Minuten Inkubation wurden 100 µl 

des Ansatzes in jedes well gegeben. 4 Stunden später wurde Medium mit 20 %igem 

FCS zugegeben. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit 10 %igem FCS.  

Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen entweder weitere 24 Stunden später 

geerntet oder für den angegebenen Zeitraum mit TRAIL behandelt und anschließend 

lysiert. Dafür wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen, für 15 Minuten in, im 

Verhältnis 1:5 verdünntem, Passiv-Lyse-Puffer gelöst, geerntet und in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Zu einem späteren Zeitpunkt wurde das Lysat für 

20 Minuten bei 4 ° C und 13200 rpm zentrifugiert. Die Luciferase-Aktivität konnte mit 

einem Renilla-Luciferase-Assay System (Promega Corporation, Madison, WI, USA) 

am LB 9501 Luminometer gemessen werden.  
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2.2.6 Caspase-Assay 

Zur Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivität der Zellen wurde ein 

Caspase-Glo™ 3/7-Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA) durchgeführt. 

Das Caspase-Reagenz wurde nach Herstellerangaben gemischt, aliquotiert, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 ° C lichtgeschützt gelagert.  

Für diesen Assay wurden auf einer 96-well-Platte 2000 Zellen je well ausgesät. 

24 Stunden später folgte eine siRNA-Transfektion wie unter 2.2.1.4 beschrieben. 

Nach 48 Stunden wurden die Zellen für den angegebenen Zeitraum mit TRAIL bzw. 

TRAIL und Actinomycin D behandelt.  

Anschließend wurden je well 100 µl des Caspase-Reagenzes pipettiert. Während 

einer einstündigen Inkubation kam es zur Zelllyse, gefolgt von Caspase-Spaltung des 

Substrats, was ein freies Aminoluciferin freisetzte. Dieses wurde durch eine 

Luciferase gespalten und rief ein Lumineszenssignal hervor, welches mit dem 

FLUOstar OPTIMA Microplate Reader gemessen wurde. Dieses Lumineszenzsignal 

war proportional zur Caspase 3/7-Aktivität.  

2.2.7 FACS-Analyse 

Diese Methode wurde zum einen zur Zellzyklusanalyse und zum anderen zur 

Untersuchung der Oberflächenexpression des DR5-Rezeptors auf MiaPaCa2 Zellen 

genutzt. 

2.2.7.1 Zellzyklusanalyse 

Um die verschiedenen Zellzyklusphasen einer Zelle unterscheiden zu können, wurde 

die DNA mit Propidiumiodid angefärbt. So können die Zellen bei einer bestimmten 

Intensität detektiert und einer Phase des Zellzyklus zugeordnet werden.  

24 Stunden vor Transfektion mit SKP2-spezifischer siRNA wurden 50000 Zellen je 

well in 6-well-Platten ausgesät. Die Transfektion erfolgte wie unter 2.2.1.4 

beschrieben.  

Nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden die Zellen mittels Trypsin 

abgelöst, in 600 µl PBS aufgenommen und bei 1,8 rpm für 10 Minuten bei 4 ° C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde nochmals in PBS 

aufgenommen und erneut zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit 

300 µl Propidiumiodid-Färbe-Puffer resuspendiert. Nach 20-minütiger Inkubation 
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unter Ausschluss von Licht erfolgte eine Fixierung mittels Formaldehyd. Die Messung 

erfolgte mit Hilfe der CellQuestPro-Software am BD FACSCalibur-

Durchflusszytometer.  

2.2.7.2 DR5-Oberflächenexpressionsanalyse 

Zur Untersuchung der Oberflächenexpression des DR5-Rezeptors wurden die Zellen 

wie unter 2.2.1.4 beschrieben transfiziert. Nach 48 Stunden wurden sie abtrypsiniert, 

mit PBS gewaschen und in PBS mit 2 µg/ml Primärantikörper beziehungsweise 

Kontroll-Immunglobulin G resuspendiert. Die Zellen wurden für 60 Minuten auf Eis 

gefärbt, anschließend mit 3 ml kaltem PBS gewaschen und für 60 Minuten auf Eis 

lichtgeschützt mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Nach einer weiteren Waschung 

mit 3 ml kaltem PBS wurden die Zellen in 1 ml kaltem FACS-Puffer resuspendiert 

und 10000 Zellen pro Probe wurden mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie unter 

Verwendung des Galaxy Argon Plus Zytometers analysiert.   

2.2.8 Isolierung von RNA 

Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen wie unter 2.2.1.4 beschrieben mit siRNA 

transfiziert. Um die RNA zu ernten, wurde das Medium abgesaugt und unter einem 

Abzug wurden die Zellen auf Eis mit 100 µl RLT-Puffer und 1 µl β-Mercaptoethanol 

pro well lysiert, mit einem Zellschaber zügig abgekratzt, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 ° C gelagert. 

Die Extraktion der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen nach 

Protokoll des Herstellers. Sämtliche Zentrifugationsschritte erfolgten bei 

Raumtemperatur und Maximalgeschwindigkeit (13200 rpm). Die auf Eis aufgetauten 

Zelllysate wurde zunächst in dem QIAshredder Spin Colums 2 Minuten lang 

zentrifugiert. Um optimale Bindebedingungen an die Silicagel-Membran herzustellen, 

wurden dem homogenisierten Lysat 600 µl 70 %-igen Ethanols zugefügt. 600 µl des 

Lysats wurden in eine RNeasy Mini Säule pipettiert und für 30 Sekunden 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das restliche Lysat wurde auf die 

Säulen gegeben und zentrifugiert. Nun wurde die an die RNeasy Silicagel-Membran 

gebundene RNA mit 350 µl RW1-Puffer gewaschen. Um auch kleinste DNA-Reste zu 

eliminieren, wurden 80 µl eines DNase Inkubations Mix, bestehend aus 

10 µl DNase I Stock-Lösung und 70 µl RDD-Puffer, mittig auf die Membran pipettiert 

und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran folgte eine 
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weitere Waschung mit 350 µl RW1-Puffer, gefolgt von 30 Sekunden Zentrifugation 

und zwei weiteren Spülungsschritten mit RPE-Puffer. Nach der letzten Zugabe von 

RPE-Puffer wurde für 2 Minuten zentrifugiert. Es folgte eine Zentrifugation ohne 

Pufferzusatz für eine weitere Minute, um eine ausreichende Entfernung des Ethanols 

sicherzustellen. Zum Eluieren der isolierten RNA wurden 30 µl RNase-freies Wasser 

mittig auf die Membran pipettiert. Nach einer einminütigen Inkubation wurde das 

Reaktionsgefäß eine Minute lang zentrifugiert und sofort auf Eis gelagert.  

Die RNA-Menge wurde sogleich mittels photometrischer Bestimmung der Absorption 

mit Hilfe des NanoDrop-Fluorospektrometers bei einer Wellenlänge von 260 nm 

gemessen.  

2.2.9 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (P CR) 

Im Gegensatz zu einer gewöhnlichen PCR wird bei der semiquantitativen nur eine 

gewisse Menge an cDNA amplifiziert. Durch die Wahl einer Zyklenzahl, bei der die 

Amplifizierung noch im linearen Bereich ist, können Unterschiede in der Menge des 

PCR-Produkts semiquantitativ dargestellt werden. Als Kontrolle wurde Cyclophilin 

eingesetzt.  

Die RNA wurde wie unter 2.2.8 beschrieben isoliert (RNeasy Kit, Qiagen) und in 

cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte mit Hilfe der TaqMan Reverse Transcription 

Reagents (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). Ein Ansatz setzte sich 

zusammen aus 5 µl 10xRT-Puffer, 11 µl dNTP, 10 µl MgCl2, 2,4 µl Hexamere, 

1 µl RNA-Inhibitor, 1,25 µl Multiscribe RT (50 U/µl), 1,0 µg RNA und einer 

entsprechenden Menge ddH2O. Die cDNA-Synthese erfolgte in einer PCR-Maschine 

nach folgendem Programm: 10 min bei 25 ° C, 1 h  bei 48 ° C, 5 min bei 95 ° C und 

Pause bei 4 ° C.  

Daraufhin konnte die cDNA amplifiziert werden. Der Master Mix setzte sich aus 

2,25 µl FW-Primer (10 µM), 2,25 µl RV-Primer (10 µM), 5,5 µl H2O und 

12,5 µl REDTaq zusammen. In jedes Reaktionsgefäß wurden 22,5 µl Master Mix und 

2,5 µl cDNA pipettiert. Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: 

3 min bei 95 ° C, 45 s bei 95 ° C, 45 s bei 60 ° C, 60 s bei 72 ° C, Durchführung der 

Schritte 2 bis 4 28-mal, dann 10 min bei 72 ° C. Nun wurde der amplifizierte Ansatz 

auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dazu 

wurde in einer Mikrowelle 2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer aufgekocht. Unter Rühren 

ließ man das Gel abkühlen und nach Erreichen von etwa 55 ° C wurde es in die 
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Gießvorrichtung gegossen. Das erkaltete Gel wurde in die mit TAE-Puffer und 

Ethidiumbromid gefüllten Laufkammern gelegt. In die jeweilige Kammer wurden 20 µl 

Probe sowie ein DNA-Marker aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung 

erfolgte bei 110 V für 1,5 Stunden. In einem Geldokumentationssystem konnten die 

Nukleinsäurebanden durch UV-Licht bei 302 nm detektiert werden. 

2.2.10 Klonierung der Standardreihen für die quanti tative 

Echtzeit-PCR 

Zu Beginn wurde mit den entsprechenden Echtzeit-PCR-Primern ein PCR-Produkt 

hergestellt. Für den Master Mix wurden 2 µl FW-Primer (10 µM), 

2 µl RV Primer (10 µM), 25 µl REDTaq, 19 µl PCR-H2O zusammenpipettiert. Dann 

wurden 2µl cDNA (20ng/µl) zugegeben. Die Amplifikation erfolgte nach folgendem 

Programm: 3 min bei 95 ° C, 45 s bei 95 ° C, 45 s bei 60 ° C, 1 min bei 72 ° C, 

Durchführung der Schritte 2 bis 4 40-mal, dann 10 min bei 72 ° C. Anschließend 

wurde mittels Gelelektrophorese kontrolliert, ob es sich um ein einziges PCR-Produkt 

handelt.   

Nun wurde das PCR-Produkt mit Hilfe des TOPO TA Cloning®-Kits gemäß 

Herstellerangaben in chemisch kompetente Top10-E. coli Bakterien eingebracht. 

Zunächst wurde der Ansatz für die TOPO® Cloning Reaktion mit 4 µl des PCR-

Produkts, 1 µl Salzlösung und 1 µl TOPO®-Vektor pipettiert und 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert, wodurch das PCR-Produkt in das Plasmid ligiert wurde. 

Als nächstes wurden 2 µl Plasmid zu den E. coli Bakterien pipettiert und der Ansatz 

wurde 20 Minuten auf Eis, 30 Sekunden bei 42 ° C und weitere 2 Minuten auf Eis 

inkubiert. Durch diese Schockerhitzung soll das Eindringen des Plasmids ins 

Bakterium erleichtert werden. Es wurden 250 µl SOC-Medium zugegeben und nach 

einer weiteren einstündigen Inkubation bei 37 ° C wurden die Zellen auf 

LB-Kanamycin-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 ° C bebrütet. 

Kanamycin wurde als Stock mit einer Konzentration von 100 µg/ml gelagert und mit 

einer Verdünnung von 1:1000 zum LB-Agar gegeben.  

Am nächsten Tag wurden einzeln stehende Kolonien gepickt und zusammen mit 

50 µl PCR-Wasser für 5 Minuten bei 95 ° C inkubiert. Das Ergebnis wurde mit Hilfe 

einer Screening-PCR kontrolliert (Master Mix: 1 µl FW-Primer (10 µM),  

1 µl RV-Primer (10 µM), 3 µl PCR-Wasser, 15 µl REDTaq). Um sicherzustellen, dass 

das PCR-Produkt richtig herum eingebaut ist, wurde in obigem Ansatz statt dem 
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FW-Primer ein M13-RV-Primer eingesetzt. Zusammen mit 10 µl Probe wurde eine 

PCR folgendermaßen durchgeführt: 3 min bei 95 ° C, 45 s bei 95 ° C, 45 s bei 72 ° C, 

45 s bei 72 ° C, Durchführung der Schritte 2 bis 4 40-mal, dann 10 min bei 72 ° C. 

Nun wurde eine geeignete Kolonie ausgewählt und die DNA wie unter 2.2.11 

beschrieben mittels Miniprep extrahiert.  

Für die Durchführung einer Echtzeit-PCR wurde mit Hilfe der gewonnenen DNA eine 

Standardreihe hergestellt. Dazu musste nach Messung der DNA-Konzentration und 

unter Kenntnis der Anzahl der Basenpaare des entstandenen Plasmids die 

Molekülmenge pro µl berechnet werden:   
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So wurden Standards mit 109, 108, 107, 106, 105, 2∙104, 4∙103, 800, 160, 32 und 

6,4 Molekülen/µl zu je 500µl in TE-Puffer verdünnt.  

2.2.11 Reinigung der bakteriellen Plasmid-DNA mitte ls Miniprep  

Gemäß dem Herstellerprotokoll (QIAfilter Plasmid Purification Handbook) von 

QIAGEN wurde das Plasmid mittels einer Miniprep aufgereinigt. Die ausgewählte 

Kolonie wurde in einem Zentrifugenröhrchen mit 5 ml LB-Medium und 

5 µl Kanamycin über Nacht bei 37 ° C bebrütet.  

Am nächsten Tag wurde das Zentrifugenröhrchen bei 4 ° C für 10 Minuten bei 

8000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die abgesetzten Zellen 

wurden in 250 µl Puffer P1 gut resuspendiert und in ein 1,5 ml-Eppendorfgefäß 

überführt. Nach Zugabe von 250 µl Puffer P2 und 350 µl Puffer P3 folgte eine weitere 

Zentrifugation für 10 Minuten bei 13200 rpm. Der Überstand wurde in eine QIAprep 

Spin Column überführt, welche dann für 60 s bei 13200 rpm zentrifugiert wurde. Der 

Durchfluss wurde verworfen und es folgten zwei Waschschritte mit 500 µl Puffer PB 

und 750 µl Puffer PE, wobei dazwischen immer für eine Minute zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen wurde. Zur Entfernung etwaiger Flüssigkeitsreste wurde 

nochmals für eine Minute zentrifugiert. Anschließend wurde die QIAprep Spin 

Column in ein frisches Eppendorf-Gefäß überführt. Zum Eluieren der DNA wurden 

30 µl EB-Puffer in die Mitte der Säule pipettiert, eine Minute inkubiert und eine Minute 

bei 13200 rpm zentrifugiert. Nun konnte die Konzentration der gewonnenen DNA 

mittels photometrischer Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlänge von 
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260 nm mit dem NanoDrop-Fluorospektrometer gemessen werden. Anschließend 

wurde die Probe bei -20 ° C weggefroren.  

2.2.12 Echtzeit-PCR  

Zunächst wurde wie unter 2.2.8 beschrieben RNA geerntet, isoliert und 

photometrisch gemessen. Anschließend wurde sie in cDNA umgeschrieben (siehe 

2.2.9) und im Verhältnis 1:5 mit TE-Puffer verdünnt. Alle Schritte erfolgten auf Eis. 

Der einfache Ansatz für den Master Mix setzte sich aus folgenden Bestandteilen 

zusammen: 12,5 µl Power SYBR Green PCR Master Mix Puffer, 

0,25 µl FW-Primer (10µM), 0,25 µl RV-Primer (10µM) und 7 µl PCR-Wasser. In die 

Micro AmpTM optical 96-well Reaction-Plate (Applied Biosystems Inc., Foster City, 

CA, USA) wurden je well 20 µl des Master Mixes und 5 µl cDNA pipettiert, wobei alle 

Versuche im Triplikat erfolgten. Für die Standardreihe wurde statt cDNA die 

entsprechende Verdünnung der Standardreihe eingesetzt. Am Ende wurde die Platte 

mit einer speziellen Folie versiegelt und 1 Minute bei 1000 rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde die Echtzeit-PCR mit dem StepOne™Real Time PCR System 

nach vorheriger Programmierung der StepOne™Software v2.0 durchgeführt (10 min 

bei 95 ° C, 15 s bei 95 ° C, 1 min bei 60 ° C, 15 s bei 95 ° C, Durchführung der 

Schritte 2 bis 4 40-mal, dann 1 min bei 60 ° C, dann Schmelzkurvenanalyse bei 

60 ° C + 0,3 ° C/min, 15 s bei 95 ° C).  Die Software errechnete nach Durchführung 

der Echtzeit-PCR die Molekülmengen jeder Probe. Cyclophilin wurde als Kontrolle 

eingesetzt, da es unter allen Bedingungen gleich exprimiert wird. Zur Normalisierung 

wurde die errechnete Molekülmenge zunächst durch den Wert von Cyclophilin 

dividiert. Nun konnte die relative Veränderung der mRNA-Expression ermittelt 

werden. 

2.3 Statistische Analysen 

Die Programme GraphPad Prism4 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), 

Canvas 7.0 (Daneba Sytems, Inc., jetzt ACD Systems of America, Inc., Miami, FL, 

USA) und Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) 

dienten der Erstellung von Abbildungen und der statistischen Analyse. Bei 

sämtlichen Daten wurden die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte 

gezeigt. Zur Berechnung der Signifikanzen wurde ein zweiseitiger Student t-Test 

verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 SKP2 kontrolliert die G1-Phasenprogression und die Resistenz 

von MiaPaCa2 Zellen gegenüber TRAIL 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass Signalwege, die die SKP2-Transkription 

aktivieren zu einer Akzeleration der G1/S-Phasenprogression in 

Pankreaskarzinomzellen führen (Reichert et al., 2007; Schneider et al., 2006; 

Schneider et al., 2007).  

 
Abbildung 1: SKP2-siRNA induziert einen G1-Phasenarrest des Zellzykl us in MiaPaCa2 Zellen.  
MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll- und SKP2-spezifischer (SKP2-1) siRNA transfiziert. 
(A) Quantitative SKP2-mRNA-Expressionsanalyse. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen 
weiterbehandelt. Die mRNA-Menge von SKP2 wurde mittels Echtzeit-PCR quantifiziert und gegenüber 
der Cyclophilinmenge normalisiert (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 
(B) Western Blot Analyse von SKP2 und p27Kip1. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige 
Proteinbeladung (C) Färbung der Zellen mit Propidiumiodid und FACS-Analyse. Der Anteil der Zellen 
in G1-, S- und G2/M-Phase ist jeweils angegeben (* p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA 
transfizierten Zellen). 



 

 

26 

Um die Rolle von SKP2 bei der Regulation des Zellzyklus in dem untersuchten 

Modell nachzuweisen, wurde die RNA-Interferenz Technologie eingesetzt. 

48 Stunden nach Transfektion einer SKP2-spezifischen siRNA war die SKP2-mRNA- 

(Abbildung 1A) und Proteinexpression (Abbildung 1B) verglichen mit Kontroll-siRNA 

transfizierten MiaPaCa2 Zellen deutlich vermindert. Vereinbar mit einer wichtigen 

Rolle von SKP2 bei der Zellzyklusregulation, konnte eine erhöhte Expression des 

SKP2-Targets p27Kip1 (Abbildung 1B) und eine nachfolgende Akkumulation der 

Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus (Abbildung 1C) beobachtet werden.  

 
Abbildung 2: SKP2 kontrolliert den TRAIL-abhängigen  Viabilitätsverlust von MiaPaCa2 Zellen. 
MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder SKP2-spezifischer (SKP2-1) siRNA transfiziert. 
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. MiaPaCa2 Zellen wurden wie 
angegeben für weitere 24 Stunden mit steigenden TRAIL-Dosen behandelt oder als unbehandelte 
Kontrollen belassen. Die Viabilität wurde mittels MTT-Assay bestimmt (*p<0.05 im Vergleich zu mit 
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen).  

Duktale Pankreaskarzinomzellen in der G1-Phase des Zellzyklus sind besonders 

sensitiv für TRAIL-induzierte Apoptose (Retzer-Lidl et al., 2007). Daher wurden die 

Zellen nach Herunterregulation von SKP2 mit TRAIL behandelt. Nach SKP2-

Depletion weisen die Zellen einen erhöhten TRAIL-induzierten Viabilitätsverlust auf 

(Abbildung 2). Dieser ist bedingt durch eine deutlich erhöhte Apoptoserate 

(Abbildung 3A-C).  
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Abbildung 3: SKP2 kontrolliert die TRAIL-induzierte  Apoptose in MiaPaCa2 Zellen.  MiaPaCa2 
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder SKP2-spezifischer (SKP2-1 (A, C), SKP2-3 (B)) siRNA 
transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. (A) Die Zellen wurden 
für 24 Stunden mit steigenden TRAIL-Dosen behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. 
Apoptotische Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie nach Hoechst-Färbung quantifiziert 
(*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). (B) Western Blot Analyse von SKP2 
48 Stunden nach Transfektion. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. 
MiaPaCa2 Zellen wurden wie angegeben für weitere 24 Stunden mit TRAIL behandelt oder als 
unbehandelte Kontrollen belassen. Apoptotische Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 
Hoechst-Färbung quantifiziert (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 
(C) Die Zellen wurden entweder für weitere 24 Stunden mit 30 ng/ml TRAIL behandelt oder als 
unbehandelte Kontrollen belassen. Die Abbildung zeigt die Fluoreszenzmikroskopie 
(Originalvergrößerung 40fach) von MiaPaCa2 Zellen nach Anfärbung der Kerne mit Hoechst-
Reagenz. 

SKP2-depletierte MiaPaCa2 Zellen zeigen eine signifikant gesteigerte Aktivierung 

von Effektorcaspasen nach Behandlung mit TRAIL. So zeigt sich in SKP2-

depletierten Zellen nach Behandlung mit TRAIL eine gesteigerte Spaltung des 

Caspase-Substrats Poly- (ADP-ribose) Polymerase 1 (PARP) (Abbildung 4A). Zur 

Validierung dieser Ergebnisse wurde eine zweite SKP2-spezifische siRNA 

eingesetzt. Wieder führte der SKP2-Knockdown (Abbildung 3B) zu einer deutlichen 

Erhöhung der TRAIL-induzierten Apoptoserate (Abbildung 3B) und Caspase-

Aktivierung (Abbildung 4B). Zusammen zeigen diese Daten, dass SKP2 an der 

Regulation der Sensitivität für TRAIL-induzierte Apoptose beteiligt ist. 
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Abbildung 4: SKP2 kontrolliert die TRAIL-induzierte  Aktivierung von Caspasen.  MiaPaCa2 
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder SKP2-spezifischer (SKP2-1 (A), SKP2-3 (B)) siRNA transfiziert. 
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. (A) MiaPaCa2 Zellen wurden wie 
angegeben für weitere 24 Stunden mit steigenden TRAIL-Dosen behandelt oder als unbehandelte 
Kontrollen belassen. Western Blot Analyse der PARP-Spaltung. β-Actin dient als Kontrolle für eine 
gleichmäßige Proteinbeladung. Die relative Expression von gespaltenem PARP ist angegeben. 
(B) MiaPaCa2 Zellen wurden wie angegeben für weitere 2 Stunden mit TRAIL behandelt oder als 
unbehandelte Kontrollen belassen. Mittels eines Lumineszenz-Caspase-Assays wurde die Aktivität der 
Caspasen 3 und 7 gemessen (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen).  

3.2 Die Kontrolle der TRAIL-Sensitivität durch SKP2  ist 

zelltypspezifisch 

Um zu untersuchen, ob SKP2 generell an der Regulation der Sensitiviät für TRAIL-

induzierte Apoptose beteiligt ist, wurden die duktalen Pankreaskarzinomzelllinien 

DanG, Panc1 und PaTuII mit einer SKP2-spezifischen siRNA transfiziert. Der SKP2-

Knockdown wurde 48 Stunden nach Transfektion der SKP2-spezifischen siRNA auf 

Protein- (Abbildung 5A) und mRNA-Ebene (Abbildung 5B) nachgewiesen.  

. 
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Abbildung 5: Herunterregulation von SKP2 nach Trans fektion in verschiedenen 
Pankreaskarzinomzelllinien. DanG, Panc1 und PatuII Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder einer 
SKP2-spezifischen (SKP2-1) siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen 
weiterbehandelt. (A) Western Blot Analyse von SKP2. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige 
Proteinbeladung. (B) Quantitative SKP2-mRNA-Expressionsanalyse. SKP2-mRNA-Levels wurden mit 
Hilfe einer Echtzeit-PCR Analyse quantifiziert und gegen Cyclophilin Expressionslevels normalisiert 
(*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen).  

Obwohl die Depletion von SKP2 den TRAIL-induzierten Viabilitätsverlust signifikant 

erhöhte (Abbildung 6A) und die TRAIL-induzierte Apoptoserate in DanG Zellen 

deutlich steigerte (Abbildung 6A), veränderte die SKP2-Depletion die TRAIL-

Sensitivität von Panc1 und PaTuII Zellen nicht (Abbildungen 6A und B). Diese Daten 

sprechen dafür, dass die SKP2-abhängige Regulation der TRAIL-Sensitivität 

zelltypspezifisch ist, was durch die Heterogenität der Tumoren bedingt sein könnte. 
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Abbildung 6: SKP2 kontrolliert die TRAIL-Sensitivit ät zelltypspezifisch. DanG, Panc1 und PatuII 
Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder einer SKP2-spezifischen (SKP2-1) siRNA transfiziert. 
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. (A) Die Zellen wurden wie 
angegeben für weitere 24 Stunden mit 50 ng/ml TRAIL behandelt oder als Kontrollen belassen. Die 
Viabilität wurde mittels MTT-Assay bestimmt (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen). (B) Zellen wurden wie angegeben für weitere 24 Stunden mit TRAIL behandelt oder als 
unbehandelte Kontrollen belassen. Apoptotische Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 
Hoechst-Färbung quantifiziert (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 

3.3 SKP2 ist nicht an der Regulation der Sensitivit ät gegenüber 

dem Topoisomerase II Inhibitor Etoposid beteiligt 

Der Einsatz von DNA-schädigenden Substanzen ist eine aktuelle Strategie bei der 

Therapie solider Tumoren. Aktuelle Arbeiten zeigten, dass SKP2 Resistenz 

gegenüber Apoptose bewirkt, welche durch DNA-Schädigung induziert ist (Kitagawa 

et al., 2008; Sun et al., 2007). Daher wurde in dieser Arbeit die Sensitivität von 

SKP2-depletierten duktalen Pankreaskarzinomzellen gegenüber dem 

Topoisomerase II Inhibitor Etoposid getestet. Wie in Abbildung 7 gezeigt, änderte 

sich die Sensitivität von SKP2-depletierten MiaPaCa2 (Abbildung 7A) und Panc1 

Zellen (Abbildung 7B) im Vergleich zu Kontroll-siRNA transfizierten Zellen nicht.  
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Abbildung 7: Die Etoposid-Sensitivität von MiaPaCa2  und Panc1 Zellen ist SKP2-unabhängig. 
(A) MiaPaCa2 und (B) Panc1 Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA oder einer SKP2-spezifischen 
(SKP2-1) siRNA behandelt. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen wie angegeben für 
weitere 24 Stunden mit Etoposid behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Die Viabilität 
wurde mittels MTT-Assay bestimmt. 

3.4 Reaktive Sauerstoffspezies sind nicht an der du rch SKP2-

Depletion vermittelten TRAIL-Sensitivierung beteili gt 

Die Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies bei der TNF-vermittelten Apoptose wird 

kontrovers diskutiert (Lee et al., 2002; Inayat-Hussain et al., 2010; Izeradjene et al., 

2005; Alleva et al., 2001). Um den Beitrag von reaktiven Sauerstoffspezies an 

erhöhter TRAIL-Sensitivität SKP2-depletierter Pankreaskarzinomzellen zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit dem Antioxidanz N-Acetylcystein (NAC) 

behandelt. Die Apoptoserate von mit SKP2-siRNA transfizierten MiaPaCa2 Zellen mit 

und ohne 24-stündiger TRAIL-Behandlung blieb nach Einsatz von 10 mM 

N-Acetylcystein verglichen mit den Kontrollzellen unverändert hoch (Abbildungen 8), 

was gegen einen Beitrag von Sauerstoffradikalen an TRAIL-induzierter Apoptose in 

SKP2-depletierten Zellen spricht.  
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Abbildung 8: SKP2-kontrollierte TRAIL-Sensitivität ist unabhängig von reaktiven 
Sauerstoffspezies. MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder SKP2-spezifischer (SKP2-3) 
siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen wie angegeben mit 10 mM NAC 
eine Stunde vorbehandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Anschließend wurden die 
Zellen wie angegeben zusätzlich mit TRAIL behandelt oder unbehandelt belassen. Apoptotische 
Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie nach Hoechst-Färbung quantifiziert (*p<0.05 im 
Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 

3.5 TRAIL-Behandlung führt zur beschleunigten Spalt ung von BID 

und einer Depletion von c-Flip L, XIAP und MCL1 in mit SKP2-

siRNA transfizierten MiaPaCa2 Zellen 

Die Sensitivität duktaler Pankreaskarzinomzellen gegenüber TRAIL wird auf Ebene 

des Death-inducing signaling complex (DISC), der Apoptoseinhibitorproteine (IAPs) 

und des Mitochondriums kontrolliert (Hamacher et al., 2008; Fulda, 2009).  

Übereinstimmend mit einer erhöhten Sensitivität gegenüber TRAIL-induzierter 

Apoptose, wurde im Zeitverlauf eine beschleunigte Spaltung von BID in SKP2-

depletierten MiaPaCa2 Zellen beobachtet (Abbildung 9). 24 Stunden nach TRAIL-

Behandlung zeigte sich weiterhin eine gesteigerte Herunterregulation von XIAP und 

c-FlipL in SKP2-siRNA transfizierten MiaPaCa2 Zellen (Abbildung 9). Außerdem war 

bereits 6 Stunden nach TRAIL-Behandlung eine Herunterregulation des anti-

apoptotischen BCL-2-Familienmitglieds MCL1 in SKP2-siRNA transfizierten 

MiaPaCa2 Zellen zu sehen. Während die basale Expression von BCL-XL in SKP2-

depletierten MiaPaCa2 Zellen leicht erhöht war (Abbildung 9), zeigte sich die basale 

Expression von cIAP1 und cIAP2 in SKP2-depletierten MiaPaCa2 Zellen 

unverändert. 
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Abbildung 9: SKP2 reguliert TRAIL-Resistenzproteine  in MiaPaCa2 Zellen. 48 Stunden nach 
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA oder einer SKP2-spezifischen (SKP2-3) siRNA wurden 
MiaPaCa2 Zellen im Zeitverlauf wie angegeben mit TRAIL behandelt.  Im Western Blot wurde die 
Expression von XIAP, cIAP1, cIAP2, c-FlipL, BCL-XL, MCL1, BID und SKP2 ermittelt. β-Actin dient als 
Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. 

3.6 Durch SKP2-Depletion initiierte Sensibilisierun g für TRAIL ist 

abhängig von Caspase 2 

Neben Caspase 8 scheint auch Caspase 2 im TRAIL-vermittelten 

Apoptosesignalweg eine entscheidende Rolle zu spielen (Wagner et al., 2004; Shin 

et al., 2005; Olsson et al., 2009). Der effiziente Knockdown nach Transfektion mit 

beiden Caspase 2-spezifischen siRNAs wurde in unserer Arbeitsgruppe 

nachgewiesen. Die unter 3.1 beschriebene Sensitivierung von MiaPaCa2 Zellen für 

TRAIL nach Knockdown von SKP2 wurde nach Ko-Transfektion mit SKP2- und 

Caspase 2-siRNA aufgehoben (Abbildung 10A). Auch die Caspase 3/7-Aktivität blieb 

bei den mit SKP2- und Caspase 2-siRNA ko-transfizierten Zellen trotz TRAIL-

Behandlung niedrig (Abbildung 10B). Insgesamt weisen diese Daten darauf hin, dass 

Caspase 2 einen wichtigen Beitrag für die TRAIL-induzierte Apoptose in 

Pankreaskarzinomzellen leistet. 
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Abbildung 10: Caspase 2 reguliert die SKP2-kontroll ierte TRAIL-Sensitivität in MiaPaCa2 
Zellen. MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder mit SKP2-spezifischer (SKP2-3) siRNA 
transfiziert oder mit SKP2- und Caspase 2- (Caspase 2-94 oder Caspase 2-510) siRNA ko-transfiziert. 
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. (A) Die Zellen wurden wie 
angegeben für weitere 6 Stunden mit 10 ng/ml TRAIL behandelt oder als unbehandelte Kontrollen 
belassen. Die Apoptoserate wurde nach Hoechst-Färbung mittels Fluoreszenzmikroskop ermittelt 
(*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). (B) Die Zellen wurden wie 
angegeben für 2 Stunden mit TRAIL behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Mittels 
eines Lumineszenz-Caspase-Assays wurden die Caspasen 3 und 7 gemessen (* p<0,05 im Vergleich 
zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 

3.7 HDAC2-Herunterregulation sensitiviert duktale 

Pankreaskarzinomzellen für TRAIL-induzierte Apoptos e 

Kürzlich konnte die HDAC2-vermittelte Kontrolle der Sensitivität von 

Pankreaskarzinomzellen gegenüber Topoisomerase II Inhibitor-vermittelter Apoptose 

gezeigt werden (Fritsche et al., 2009). Um die Rolle von HDAC2 im extrinsischen 

Apoptosesignalweg zu untersuchen, wurde eine HDAC2-spezifische siRNA in 

duktalen Pankreaskarzinomzellen eingesetzt (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Die HDAC1 Expression ist vom Einsatz HDAC2-spezifischer siRNA 
unbeeinflusst. Die Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder einer HDAC2-spezifischen siRNA 
transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit TRAIL behandelt. Western Blot 
Analyse von HDAC2 und HDAC1 von MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen (rechts). β-Actin dient als 
Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung.  

HDAC2-depletierte MiaPaCa2 und Panc1 Zellen wiesen verglichen mit den 

Kontrollen nach TRAIL-Behandlung eine stark verringerte Viabilität und eine 

signifikante Erhöhung der Apoptoserate auf (Abbildungen 12A und B).  

 
Abbildung 12: HDAC2-Depletion sensitiviert MiaPaCa2  und Panc1 Zellen für TRAIL. Die Zellen 
wurden mit Kontroll-siRNA oder einer HDAC2-spezifischen siRNA transfiziert und 48 Stunden nach 
Transfektion mit TRAIL behandelt. (A) MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen (rechts) wurden wie 
angegeben für weitere 24 Stunden mit steigenden TRAIL-Dosen behandelt oder als unbehandelte 
Kontrollen belassen. Die Viabilität wurde mittels MTT-Assay bestimmt. (*p<0,05 im Vergleich zu mit 
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). (B) MiaPaCa2 (links) oder Panc1 Zellen (rechts) wurden für 
weitere 24 Stunden mit steigenden Dosen TRAIL behandelt (6,25, 12,5, 25, 50 und 100 ng/ml) oder 
als unbehandelte Kontrollen belassen. Apoptotische Zellen wurden nach Hoechst-Färbung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen).  
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Die gesteigerte Induktion von Apoptose durch TRAIL in MiaPaCa2 und Panc1 Zellen 

wurde im Western Blot durch den Nachweis der Spaltung von PARP validiert 

(Abbildung 13). Außerdem wurde eine erhöhte Spaltung von PARP nach Behandlung 

mit TRAIL auch in mit HDAC2-siRNA transfizierten DanG und BxPC3 Zellen 

beobachtet (Abbildung 13). Dies deutet auf eine generelle Kontrolle des 

extrinsischen Apoptosesignalwegs durch HDAC2 in duktalen 

Pankreaskarzinomzellen hin. 

 
Abbildung 13: HDAC2-Depletion induziert die TRAIL-a bhängige Caspase-Aktivierung in 
duktalen Pankreaskarzinomzellen. Die Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder einer HDAC2-
spezifischen siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit TRAIL behandelt. 
MiaPaCa2, Panc1, DanG und BxPC3 Zellen wurden für weitere 24 Stunden mit 25 ng/ml TRAIL 
behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Western Blot Analyse zur Detektion von 
gespaltenem PARP diente als Nachweis der Caspase-Aktivierung. β-Actin dient als Kontrolle für eine 
gleichmäßige Proteinbeladung. 

3.8 Valproinsäure sensitiviert duktale Pankreaskarz inomzellen für 

TRAIL-induzierte Apoptose 

Da Valproinsäure (VPA) in niedrigen Dosierungen als ein eher Klasse I-spezifischer 

HDAC-Inhibitor (HDACI) eingestuft wird und dafür bekannt ist, HDAC2 auch in 

Pankreaskarzinomzellen über einen proteasomalen Weg abzubauen (Göttlicher et 

al., 2001; Krämer et al., 2003; Fritsche et al., 2009), wurden die durch Einsatz von 

siRNA erhaltenen Ergebnisse mit VPA überprüft. VPA wurde in der Konzentration 

1,5 mM eingesetzt. Diese Wirkspiegel werden auch in klinischen Studien erreicht 

(Göttlicher et al., 2001). Die Kombinationsbehandlung von MiaPaCa2 und Panc1 
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Zellen mit TRAIL und VPA führten dosisabhängig zu einer signifikant reduzierten 

Viabilität, verglichen mit den Zellen, die nur mit TRAIL behandelt worden waren 

(Abbildung 14A). Auch im Hoechst-Assay wurde eine erhöhte Apoptoserate in 

MiaPaCa2 und Panc1 Zellen beobachtet, die gleichzeitig mit VPA und TRAIL 

behandelt worden sind (Abbildung 14B). Dies reproduziert die mittels RNA-

Interferenz-Technologie gewonnenen Ergebnisse und deutet darauf hin, dass 

HDAC2 die TRAIL-induzierte Apoptose in Pankreaskarzinomzellen hemmt. 

 
Abbildung 14: Der HDACI VPA sensitiviert duktale Pa nkreaskarzinomzellen für TRAIL-
induzierte Apoptose. MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen (rechts) wurden mit VPA vorbehandelt oder 
als unbehandelte Kontrollen belassen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen für weitere 24 Stunden mit 
TRAIL oder der Kombination aus TRAIL und VPA behandelt oder als unbehandelte Kontrollen 
belassen. TRAIL wurde in den Konzentrationen 6,25, 12,5, 25, 50 und 100 ng/ml eingesetzt. (A) Die 
Viabilität wurde mittels MTT-Assays gemessen (* p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA 
transfizierten Zellen). (B) Die Zellen wurden wie in (A) beschrieben behandelt. Apoptotische Zellen 
wurden nach Hoechst-Färbung in der  Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert (*p<0,05 im Vergleich zu 
mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 
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3.9 TRAIL-vermittelte Apoptose wird in duktalen 

Pankreaskarzinomzellen nicht durch HDAC1 beeinfluss t 

Da HDAC-Isoenzym-spezifische Funktionen kaum definiert sind, wurde untersucht, 

ob die TRAIL-Sensitivität auch durch HDAC1 reguliert wird. Transfektion von 

HDAC1-siRNA in MiaPaCa2 und Panc1 Zellen resultierte in einer spezifischen 

Herunterregulation von HDAC1, wobei die HDAC2-Expression nicht beeinträchtigt 

wurde (Abbildung 15A). Der TRAIL-induzierte Viabilitätsverlust von MiaPaCa2 und 

Panc1 Zellen blieb jedoch in den mit HDAC1-siRNA transfizierten Zellen verglichen 

mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen unverändert (Abbildung 15B). Außerdem 

konnte kein Anstieg der Apoptosefraktion in HDAC1-depletierten und TRAIL-

behandelten MiaPaCa2 und Panc1 Zellen im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA 

transfizierten Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies spricht dafür, 

dass HDAC2 spezifisch an der Regulation von TRAIL-induzierter Apoptose beteiligt 

ist.  

 
Abbildung 15: HDAC1 ist nicht an der Regulation von  TRAIL-induzierter Apoptose in duktalen 
Pankreaskarzinomzellen beteiligt. MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen (rechts) wurden mit Kontroll-
siRNA oder einer HDAC1-spezifischen siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
Zellen weiterbehandelt. (A) Western Blot Analysen von HDAC1 und HDAC2. β-Actin dient als 
Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. (B) Die Zellen wurden für weitere 24 Stunden mit 
50 ng/ml TRAIL behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Die Viabilität wurde mittels 
MTT-Assays bestimmt (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). 
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3.10 HDAC2-abhängige Regulation des BH3- only Proteins NOXA ist 

nicht an der durch HDAC2-Depletion vermittelten 

Sensitivierung gegenüber TRAIL beteiligt 

Wir konnten zeigen, dass es nach Transfektion einer HDAC2-spezifischen siRNA zu 

einer erhöhten Expression des pro-apoptotischen BH3-only Proteins NOXA in 

Pankreaskarzinomzellen kommt (Fritsche et al., 2009). Um den Einfluss von NOXA 

auf die HDAC2-abhängige Sensitivierung gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose zu 

untersuchen, wurden MiaPaCa2 Zellen simultan mit HDAC2- und NOXA-spezifischer 

siRNA transfiziert. Wie in Abbildung 16A gezeigt, wurde die Hochregulation der 

NOXA-mRNA durch die Depletion von HDAC2 signifikant verhindert, wenn die Zellen 

mit beiden siRNAs transfiziert wurden. Trotzdem blieb die durch HDAC2-Knockdown 

verursachte Sensitivierung von MiaPaCa2 Zellen für TRAIL-induzierte Apoptose in 

mit HDAC2- und NOXA-siRNA ko-transfizierten Zellen unverändert (Abbildung 16B), 

womit der Beitrag von NOXA an der nach HDAC2-Depletion auftretenden 

Sensitivierung für TRAIL ausgeschlossen wurde.  

 
Abbildung 16: HDAC2-abhängige Regulierung von NOXA ist nicht an der Sensitivierung für 
TRAIL beteiligt. MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-, HDAC2-spezifischer- oder einer Kombination 
aus HDAC2- und NOXA-spezifischer siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
Zellen weiterbehandelt. (A) Quantitative NOXA- und HDAC2-mRNA-Expressionsanalyse. Die mRNA-
Levels von NOXA und HDAC2 wurden mit Hilfe einer Echtzeit-PCR Analyse quantifiziert und gegen 
Cyclophilin Expressionslevels normalisiert (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen). (B) Die Zellen wurden für weitere 24 Stunden mit 30 ng/ml TRAIL behandelt oder als 
unbehandelte Kontrollen belassen. Die apoptotischen Zellen wurden nach Hoechst-Färbung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen). 
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3.11 HDAC2 reguliert den TRAIL-Rezeptor DR5 in MiaP aCa2 Zellen 

HDACs ändern die Genexpression durch die direkte Deacetylierung von 

ε-Aminolysingruppen am N-terminalen Ende der Histone (Spange et al., 2009). Um 

zu untersuchen, ob Transkription für die nach HDAC2-Depletion auftretende TRAIL-

Sensitivierung notwendig ist, wurden MiaPaCa2 Zellen mit einer Kontroll- und einer 

HDAC2-spezifischen siRNA transfiziert und mit TRAIL oder einer Kombination aus 

TRAIL und Actinomycin D behandelt. So wurde die durch TRAIL-Signale induzierte 

Transkription gehemmt. Wie in Abbildung 17 gezeigt, war die TRAIL-induzierte 

Caspase 3/7-Aktivierung in HDAC2-depletierten MiaPaCa2 Zellen signifikant erhöht. 

Außerdem führte die Blockade der Transkription in mit Kontroll- und HDAC2-siRNA 

transfizierten MiaPaCa2 Zellen zu einer erhöhten Caspase 3/7-Aktivität. Dies spricht 

dafür, dass die TRAIL-induzierte Transkription hauptsächlich anti-apoptotisch wirkt. 

Dennoch war die Caspase 3/7-Aktivität in gleichzeitig mit TRAIL und Actinomycin D 

behandelten HDAC2-depletierten MiaPaCa2 Zellen signifikant höher als in 

gleichzeitig mit TRAIL und Actinomycin D behandelten und mit Kontroll-siRNA 

transfizierten Zellen. Die erhöhte Sensitivität von HDAC2-depletierten MiaPaCa2 

Zellen für TRAIL kann damit entweder über eine veränderte Genexpression nach 

alleiniger HDAC2-Depletion oder über einen Mechanismus,  der keine Transkription 

benötigt, erklärt werden.  

 
Abbildung 17: Sensitivierung für TRAIL-induzierte A poptose nach HDAC2-Depletion ist 
unabhängig von TRAIL-induzierter Transkription. MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA 
oder HDAC2-spezifischer siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für 
weitere 2 Stunden mit 15 ng/ml TRAIL oder einer Kombination  aus TRAIL und Actinomycin D 
(1 µg/ml) behandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Mittels eines Lumineszenz-Caspase-
Assays wurden die Caspasen 3 und 7 gemessen (*p<0,05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA 
transfizierten Zellen). 
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Zusätzlich zur erhöhten Caspase 3/7-Aktivität wurde eine beschleunigte Spaltung 

von Caspase 8 in HDAC2-depletierten und TRAIL-behandelten MiaPaCa2-Zellen 

beobachtet. Im Gegensatz zu den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen war 

Caspase 8 in den mit HDAC2-siRNA transfizierten Zellen bereits 3 Stunden nach der 

Behandlung mit TRAIL prozessiert (Abbildungen 18A und B). Ähnliche Ergebnisse 

wurden in VPA-behandelten MiaPaCa2 Zellen beobachtet.  

 
Abbildung 18: HDAC2-Depletion beschleunigt die Spal tung von Caspase 8 in MiaPaCa2 Zellen.  
MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA oder HDAC2-spezifischer siRNA transfiziert. 48 Stunden 
nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt. (A) Die Zellen wurden für die angegebenen 
Zeiträume mit 30 ng/ml TRAIL behandelt. In Western Blot Analysen wurde die Expression von 
Caspase 8 (55/50 kD), dem Caspase 8 Spaltprodukt (bei 40/36 kD und 23 kD), gespaltetem PARP 
und von HDAC2 bestimmt. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. 
(B) 3 Stunden nach Behandlung der Zellen mit TRAIL wurde die Expression der 40/36 kD 
Spaltprodukte der Caspase 8 in vier unabhängigen Experimenten quantifiziert (*p<0.05 im Vergleich 
zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). Die Quantifizierung erfolgte mit dem Odyssey near-
infrared Fluoreszenz-Scanner. 

In Transkriptom-Profilen von HDAC2-depletierten Pankreaskarzinomzellen (Fritsche 

et al., 2009) zeigte sich eine verstärkte Expression des TRAIL-Rezeptors DR5.  Wie 

in Abbildung 19 gezeigt, konnte eine gesteigerte DR5 Proteinexpression in HDAC2-

depletierten MiaPaCa2 Zellen nachgewiesen werden. 
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Abbildung 19: HDAC2 reguliert den TRAIL-Rezeptor DR 5 in MiaPaCa2 Zellen. Panc1 (links) und 
MiaPaCa2 Zellen (rechts) wurden mit Kontroll-siRNA oder HDAC2-spezifischer siRNA transfiziert. 
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen weiterbehandelt (A) Western Blot Analyse von DR5 
und HDAC2. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. (B) Bestimmung der 
DR5 Oberflächenexpression durch eine FACS Analyse (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA 
transfizierten Zellen). Die Abbildungen zeigen die Ergebnisse von drei unabhängigen Experimenten. 

Im Gegensatz dazu, wurde keinerlei Veränderung in der Expression von DR4, c-Flip 

XIAP, cIAP1, cIAP2 und MCL1 oder Survivin in mit HDAC2-siRNA transfizierten 

MiaPaCa2 Zellen beobachtet (Abbildung 20). Eine leichte, aber reproduzierbare 

Hochregulation von BCL-XL zeigte sich in den HDAC2-depletierten MiaPaCa2 Zellen 

(Abbildung 20). Passend zu einer Steigerung der durch TRAIL induzierten Apoptose 

in HDAC2-depletierten MiaPaCa2 Zellen wurde eine verstärkte Eliminierung von 

c-Flip nach TRAIL-Behandlung bei mit HDAC2-siRNA transfizierten MiaPaCa2 Zellen 

beobachtet und auch BID wurde nach HDAC2-Depletion und TRAIL-Behandlung 

früher gespalten (Abbildung 20).  

Im Gegensatz zu den MiaPaCa2 Zellen konnte in Panc1 Zellen keine Hochregulation 

von DR5 nach HDAC2-Depletion gezeigt werden (Abbildung 19A). In 

Übereinstimmung damit war die DR5 Expression an der Zelloberfläche in MiaPaCa2 

Zellen, aber nicht in Panc1 Zellen, leicht erhöht (Abbildung 19B).  Insgesamt 

sprechen diese Daten dafür, dass HDAC2-abhängige Sensitivierung für TRAIL-

induzierte Apoptose in MiaPaCa2 Zellen BID vorgeschaltet ist. 
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Abbildung 20: Einfluss von HDAC2 auf apoptosereguli erende Proteine. MiaPaCa2 Zellen wurden 
mit einer Kontroll-siRNA oder einer HDAC2-spezifischen siRNA transfiziert. 48 Stunden nach 
Transfektion wurden die Zellen für 6 Stunden mit 30 ng/ml TRAIL behandelt. Im Western Blot wurde 
die Expression von DR5, DR4, BID, c-Flip, XIAP, cIAP1, cIAP2, MCL1, BCL-XL, Survivin und HDAC2 
ermittelt. β-Actin dient als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung. 

3.12 HDAC2 kontrolliert NF- κκκκB in duktalen Pankreaskarzinomzellen 

Da NF-κB bei der Resistenz von duktalen Pankreaskarzinomzellen gegen TRAIL 

eine Rolle spielt (Trauzold et al., 2001; Khanbolooki et al., 2006; Braeuer et al., 2006; 

Thomas et al., 2002), wurde die Regulation der NF-κB-Aktivität mittels eines 

Luciferase-Reportergen-Assays untersucht. Wie in Abbildung 21A gezeigt, war die 

Aktivität eines NF-κB Luciferase-Reportergenkonstrukts in HDAC2-depletierten 

MiaPaCa2 und Panc1 Zellen reduziert. Außerdem führte die Ko-Transfektion des 

NF-κB Luciferase-Reportergens mit einem HDAC2-Expressionsvektor in MiaPaCa2 

und Panc1 Zellen zu einer Hochregulation der NF-κB-Aktivität (Abbildung 21B). 

Insgesamt zeigen diese Daten, dass HDAC2 zur konstitutiven NF-κB-Aktivität von 

Pankreaskarzinomzellen beiträgt.  
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Abbildung 21: HDAC2 kontrolliert die NF- κκκκB-Aktivität. (A) MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen 
(rechts) wurden gleichzeitig mit dem 3xκB Luciferase-Reportergen Konstrukt (250ng) und den 
angegebenen siRNAs transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurde die Luciferase-Aktivität 
gemessen. (B) MiaPaCa2 (links) und Panc1 Zellen (rechts) wurden wie angegeben gleichzeitig mit 
dem 3xκB Luciferase-Reportergen Konstrukt und dem HDAC2 Expressionsvektor (100 and 250 ng) 
transfiziert. Die DNA Menge wurde mittels Einsatz des leeren pcDNA3 Expressionsvektors konstant 
gehalten. 24 Stunden nach Transfektion wurde die Luciferase-Aktivität gemessen. 

3.13 Caspase 2 ist an der Sensitivierung von HDAC2- depletierten 

MiaPaCa2 Zellen gegenüber TRAIL beteiligt 

Nachdem sich in SKP2-depletierten Zellen ein wichtiger Beitrag von Caspase 2 zur 

TRAIL-induzierten Apoptose zeigte, wurde die Caspase 2-Funktion auch nach 

HDAC2-Depletion untersucht. Wie in Abbildung 22A gezeigt, stieg die relative 

Caspase 3/7-Aktivität nach HDAC2-Depletion und Behandlung mit TRAIL in 

MiaPaCa2-Zellen signifikant an. Bei Ko-Transfektion mit HDAC2- und Caspase 2-

spezifischer siRNA blieb die Caspase 3/7-Aktivität auf Niveau der mit Kontroll-siRNA 

transfizierten Zellen. Auch nach Hoechst-Färbung blieb nach gemeinsamer 

Transfektion von Caspase 2 und HDAC2 und TRAIL-Behandlung eine Steigerung 

der Apoptoserate aus (Abbildung 22B). Selbiges wurde bei Behandlung der Zellen 

mit dem HDAC2-spezifischen HDACI VPA beobachtet (Abbildung 22C).   
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Abbildung 22: Caspase 2 reguliert die HDAC2-kontrol lierte TRAIL-Sensitivität in MiaPaCa2 
Zellen. (A) MiaPaCa2 Zellen wurden wie angegeben mit Kontroll-siRNA oder HDAC2-spezifischer 
siRNA transfiziert oder mit HDAC2- und Caspase 2- (Caspase 2-94 oder Caspase 2-510) siRNA ko-
transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für weitere 2 Stunden mit 5, 10 oder 
15 ng/ml TRAIL weiterbehandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Mittels eines 
Lumineszenz-Caspase-Assays wurden die Caspasen 3 und 7 gemessen (*p<0.05 im Vergleich zu mit 
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). (B) MiaPaCa2 Zellen wurden wie angegeben mit Kontroll-siRNA 
oder HDAC2-spezifischer siRNA transfiziert oder mit HDAC2- und Caspase 2- (Caspase 2-94 oder 
Caspase 2-510) siRNA ko-transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen für weitere 
6 Stunden mit 10 ng/ml TRAIL weiterbehandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. Die 
Apoptoserate wurde nach Hoechst-Färbung mittels Fluoreszenzmikroskop ermittelt (*p<0.05 im 
Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen). (C) MiaPaCa2 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA 
oder Caspase 2-spezifischer siRNA behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 1,5 mM VPA 
weiterbehandelt oder als unbehandelte Kontrollen belassen. 48 Stunden nach Transfektion wurden 
die Zellen zusätzlich für 6 Stunden mit 10 ng/ml TRAIL weiterbehandelt oder als unbehandelte 
Kontrollen belassen. Die Apoptoserate wurde nach Hoechst-Färbung mittels Fluoreszenzmikroskop 
ermittelt (*p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen).  
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Auch andere duktale Pankreaskarzinomzelllinien wie Panc1, DanG und BxPC3 

Zellen zeigten ohne Caspase 2 nach Behandlung mit TRAIL keine Apoptose 

(Abbildung 23A-C). Diese Daten deuten darauf hin, dass Caspase 2 ein wichtiger 

Bestandteil des extrinsischen Apoptosesignalwegs in Pankreaskarzinomzellen ist. 

 
Abbildung 23: Caspase 2 reguliert die HDAC2-kontrol lierte TRAIL-Sensitivität in duktalen 
Pankreaskarzinomzellen. Panc1 (A), DanG (B) und BxPc3 (C) Zellen wurden wie in Abbildung 22B 
beschrieben behandelt und analysiert (* p<0.05 im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA transfizierten 
Zellen). 
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4 Diskussion 

4.1 S-Phase Kinase-assoziiertes Protein 2 (SKP2) ko ntrolliert die 

Resistenz gegenüber TRAIL im duktalen Pankreaskarzi nom 

TNF-related apoptosis inducing ligand- (TRAIL-) agonistische therapeutische 

Ansätze werden aktuell in verschiedenen klinischen Studien untersucht (Johnstone 

et al., 2008; Newsom-Davis et al., 2009). Im Pankreas korreliert eine hohe TRAIL-

Expression mit einem erhöhten Apoptoseindex. Daher könnte eine TRAIL-basierte 

Therapie eine praktikable Strategie für die Behandlung des duktalen 

Pankreaskarzinoms sein (Sanlioglu et al., 2008). Trotzdem sind primäre Tumorzellen 

oft resistent gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose (Koschny et al., 2007). Humane 

Pankreaskarzinomzellen zeigen eine hohe mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) 

für TRAIL, obwohl sie sowohl die TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 als auch 

relevante Mediatoren des TRAIL Rezeptor Signalwegs exprimieren (Hamacher et al., 

2008; Fulda, 2009). Eine TRAIL-Resistenz in Pankreaskarzinomzellen wird durch 

zahlreiche Proteine wie STAT3 (Huang et al., 2010), CUX1 (Ripka et al., 2010), c-Flip 

(Kauh et al., 2010), XIAP (Vogler et al., 2007), MCL1  (Huang et al., 2010), BCL-XL 

(Bai et al., 2005) oder Survivin (Retzer-Lidl et al., 2007) bewirkt. Daher ist es für die 

Entwicklung neuer Therapien wichtig, molekulare Ziele zu definieren, deren Inhibition 

mit TRAIL-Agonisten synergistisch wirkt. 

Die Hauptaufgabe von SKP2 ist es, den G1/S-Übergang des Zellzyklus zu regulieren, 

wobei hier vor allem die Ubiquitinierung von p27Kip1 eine entscheidende Rolle spielt 

(Frescas et al., 2008). Aktuellen Studien zufolge reguliert SKP2 auch krebsrelevante 

Prozesse wie Seneszenz (Lin et al., 2010), Anoikis (Wang et al., 2009) oder den 

intrinsischen Apoptoseweg (Kitagawa et al., 2008). Wie in dieser Arbeit erstmalig 

gezeigt wird, bewirkt SKP2 außerdem Resistenz gegenüber dem extrinsischen 

Apotosesignalweg. SKP2 wird im Pankreaskarzinom hoch exprimiert und ist ein 

unabhängiger Prognoseparameter (Einama et al., 2006).  

Es wurde eine beschleunigte BID-Spaltung und vermehrte Herunterregulation von 

c-FlipL und XIAP nach Behandlung von SKP2-depletierten Zellen mit TRAIL 

beobachtet. Der Beitrag dieser Veränderungen zur erhöhten TRAIL-Sensitivität ist 

dennoch unklar. Die Regulation von XIAP und c-FlipL in mit SKP2-transfizierten 

Zellen trat erst zu späten Zeitpunkten nach TRAIL-Behandlung auf. SKP2-
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unabhängige Veränderungen, die sekundär durch die gesteigerte Apoptoseinduktion 

hervorgerufen werden, können daher nicht ausgeschlossen werden. Im Gegensatz 

zu diesen spät auftretenden Ereignissen, war die Expression von MCL1, einem anti-

apoptotischen BCL-2-Familienmitglied, bereits 6 Stunden nach TRAIL-Behandlung in 

SKP2-depletierten Zellen reduziert. MCL1 schützt Pankreaskarzinomzellen vor 

TRAIL- (Huang et al., 2010), TNF- und Chemotherapie-induzierter Apoptose. Die 

Regulation dieses kurzlebigen Proteins in Pankreaskarzinomzellen ist komplex und 

ein Einfluss auf Transkription, Translation und proteasomale Degradation wurde 

beschrieben (Michels et al., 2005). Wie SKP2, direkt oder indirekt, MCL1 in 

Pankreaskarzinomzellen reguliert, bleibt ungeklärt.  

Eine Funktion von SKP2 bei der Regulation der Apoptose nach Behandlung mit 

Chemotherapeutika konnte kürzlich gezeigt werden (Kitagawa et al., 2008). Auf 

molekularer Ebene inhibiert SKP2 die p53-abhängige Apoptose durch Bildung eines 

Komplexes mit der Histon-Acetyltransferase p300. Dadurch antagonisiert SKP2 die 

p53/p300-Interaktion, die zur Aktivierung eines pro-apoptotischen Programms nötig 

ist (Kitagawa et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Veränderung der 

Sensitivität von duktalen Pankreaskarzinomzellen gegenüber Etoposid-induzierter 

Apoptose in SKP2-depletierten Zellen gefunden werden. Die Tatsache, dass sowohl 

MiaPaCa2 als auch Panc1 Zellen mutiertes p53 exprimieren, könnte diese 

Diskrepanz erklären.  

Insgesamt sind weitere Studien nötig, um die Regulation der TRAIL-Sensitivität durch 

SKP2 im molekularen Detail zu entschlüsseln. Jedoch zeigt diese Arbeit eindeutige 

Hinweise, dass SKP2 Resistenz von Krebszellen gegenüber extrinsischer Induktion 

von Apoptose bewirken kann. 

4.2 Histondeacetylase 2 (HDAC2) kontrolliert die TR AIL-Resistenz 

im duktalen Pankreaskarzinom 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass der in niedrigen 

Konzentrationen Klasse I-selektive HDAC-Inhibitor (HDACI) Valproinsäure (VPA) 

Pankreaskarzinomzellen für TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert. HDAC2 wird in 

vielen soliden Tumoren überexprimiert (Weichert, 2009), so auch im humanen 

Pankreaskarzinom (Fritsche et al., 2009; Lehmann et al., 2009). Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass HDAC2 die Resistenz gegenüber 

TRAIL kontrolliert.  
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Zahlreiche Publikationen der letzten Jahre charakterisieren HDAC2 als relevanten 

therapeutischen Angriffspunkt. So konnte die HDAC2-abhängige Sensitivierung von 

Mamma- und Pankreaskarzinomzellen für Topoisomerase II Inhibitoren 

nachgewiesen werden (Fritsche et al., 2009; Marchion et al., 2009). Auch der 

Einfluss von HDAC2 auf das Ansprechen Östrogen- und Progesteronsrezeptor-

spezifischer Therapien beim Mammakarzinom wurde belegt (Bicaku et al., 2008). 

Weiterhin zeigten Kaler et al. die HDAC2-abhängige Sensitivität von 

Kolonkarzinomzellen gegenüber TNF-α (Kaler et al., 2008). Insgesamt sollten diese 

Daten zur Entwicklung HDAC2-Isoenzym-spezifischer Inhibitoren führen, mit potenter 

tumorspezifischer Wirkung und geringer Toxizität (Krämer, 2009). 

Wie oben ausgeführt wirken TRAIL-Resistenzmechanismen in 

Pankreaskarzinomzellen auf Ebene des TRAIL-Rezeptors, des death-inducing 

signaling complex (DISC), der Apotoseinhibitorproteine (IAPs) oder des 

Mitochondriums (Fulda, 2009; Hamacher et al., 2008). In Microarray-Experimenten 

zeigte sich nach Depletion der HDAC2  keine signifikante Regulation der klassischen 

TRAIL-Resistenzgene c-Flip, XIAP, cIAP1, cIAP2, MCL1, BCL-XL oder Survivin 

(Fritsche et al., 2009).  

Natoni et al. beschrieben 2005 eine erhöhte Sensitivität von Pankreaskarzinomzellen 

für Fas-induzierte Apoptose, welche aus einer reduzierten Expression von  BCL-XL 

und c-Flip nach Butyratbehandlung resultierte (Natoni et al., 2005). In dieser Arbeit 

konnte keine Regulation von BCL-XL und c-Flip nach HDAC2-Depletion 

nachgewiesen werden, was für die Existenz von Kompensationsmechanismen 

spricht. Sequenzanalysen der HDAC1 und HDAC2 zeigen eine hochgradige 

Homologie beider Enzyme (Laherty et al., 1997; Gallinari et al., 2007). Außerdem 

wurde eine erhöhte Expression von HDAC1 nach HDAC2-Depletion beobachtet 

(Wilting et al., 2010) und redundante Funktionen der HDAC1 und HDAC2 sind 

generell akzeptiert (Montgomery et al., 2007; Grozinger et al., 2002; Lagger et al., 

2002). Unsere Ergebnisse stimmen jedoch mit aktuellen Beobachtungen in HCT116 

Kolonkarzinomzellen überein, in denen eine Behandlung mit HDACI oder eine 

Depletion von HDAC2, aber nicht von HDAC1, für TNF-α-induzierte Apoptose 

sensitiviert (Kaler et al., 2008). Kaler et al. führen die HDAC2-abhängige 

Sensitivierung auf eine Hemmung des anti-apoptotischen Transkriptionsfaktors 

NF-κB zurück, da durch Einsatz einer HDAC2-spezifischen siRNA die 

TNF-α−abhängige Aktivierung eines NF-κB Luciferase-Reportergens reduziert 
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wurde (Kaler et al., 2008). Passend dazu zeigt eine aktuelle Studie die Reduktion der 

basalen Bindung von RelA an ein Konsensus-κB-Oligonukleotid nach Behandlung 

der duktalen Pankreaskarzinomzelllinie Panc1 mit dem HDACI SAHA (Lehmann et 

al., 2009). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die basale NF-κB-

Transkriptionsaktivität in Pankreaskarzinomzellen von HDAC2 abhängig ist. Die 

basale, nicht aber die induzierte NF-κB-Aktivität wirkt an der TRAIL-Resistenz von 

duktalen Pankreaskarzinomzellen mit (Braeuer et al., 2006). Außerdem führt die 

Inhibierung von NF-κB durch den Super-Inhibitor delta-N-IκBα (Trauzold et al., 2001) 

oder eine p65-siRNA (Khanbolooki et al., 2006) zu einer deutlichen Sensitivierung für 

TRAIL-induzierte Apoptose in Pankreaskarzinomzellen. Daher ist eine Beteiligung 

von NF-κB in unserem Modelsystem naheliegend. Im Rahmen dieser Arbeit konnte 

jedoch nach alleiniger HDAC2-Depletion keine Regulation der NF-κB-Zielgene wie 

XIAP, BCL-XL oder Survivin beobachtet werden.  

HDACI sensitivieren maligne Zellen für TRAIL und es wurden verschiedene 

Mechanismen gezeigt. So kann die Hochregulation von TRAIL und TRAIL-

Rezeptoren, die Herunterregulation von c-Flip, XIAP oder Mitgliedern der anti-

apoptotischen BCL-2-Familienmitglieder oder die Modulation der NF-κB-Aktivität eine 

Sensitivierung bewirken (Fulda, 2008; Carew et al., 2008).  

Wie in vielen Studien, die HDACI zur Sensitivierung für TRAIL einsetzten, konnte 

auch in dieser Arbeit nach HDAC2-Depletion eine leichte Hochregulation der DR5-

Protein- und Oberflächenexpression in MiaPaCa2 Zellen festgestellt werden. Die 

Erkenntnis, dass die HDACI-abhängige TRAIL-Sensitivierung unabhängig von DR5 

stattfindet (Inoue et al., 2006) und dass keine DR5-Regulation in Panc1-Zellen 

auftrat, weist auf alternative HDAC2-regulierte Mechanismen hin, die eine 

Sensitivierung bewirken. Dass es sich hierbei um ein BID vorgeschaltetes Ereignis 

handeln könnte, zeigt die nach HDAC2-Depletion akzelerierte TRAIL-induzierte 

Spaltung von BID. Passend dazu wurde kürzlich die vermehrte Rekrutierung des 

FAS-associated death domain proteins (FADD) an den DR4 nach HDAC-Inhibition 

gezeigt (Inoue et al., 2009). So stellt die Theorie einer beschleunigten DISC-

Formierung und –Funktion nach HDAC2-Herunterregulation eine attraktive Erklärung 

dar. Ob HDAC2 die Kontrolle der DISC-Bildung übernimmt ist aktuell noch unbekannt 

und bedarf weiterer Experimente. 
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4.3 Funktion der Caspase 2 in der TRAIL-induzierten  Apoptose 

von Pankreaskarzinomzellen 

Caspase 2 ist evolutionär ein hoch konserviertes Mitglied der Caspasefamilie und 

zeigt Sequenzhomologien mit Initiator- und Effektorcaspasen (Zhivotovsky et al., 

2005; Krumschnabel et al., 2009). Insgesamt ist die Rolle der Caspase 2 im 

Apoptosesignalweg unklar. Zahlreiche Publikationen zeigen, dass für die initiale 

Aktivierung der Caspase 2 keine Spaltung nötig ist, sondern die Dimerisierung zweier 

Caspase 2-Monomere das Schlüsselereignis der Aktivierung ist (Baliga et al., 2004; 

Bouchier-Hayes et al., 2009). Die Spaltung von Caspase 2 durch Caspase 3 dient 

allein der Amplifikation und Stabilisierung (Kumar, 2009; Guha et al., 2010; Lin et al., 

2004). Die Rolle der Caspase 2 in verschiedenen Todesrezeptorsignalwegen wurde 

demonstriert (Droin et al., 2001; Lavrik et al., 2006). Wagner et al. zeigten, dass eine 

Herunterregulation von Caspase 2 über RNA-Interferenz die TRAIL-induzierte 

Apoptose in einigen Typ II-Zellen wie den humanen Kolonkarzinomzellen HCT116 

oder den Pankreaskarzinomzellen T3M4 signifikant inhibiert und, dass Caspase 2 für 

eine effektive Spaltung von BID nötig ist (Wagner et al., 2004). Olsson et al. zeigten, 

dass Caspase 2 den DISC als Aktivierungsplattform einsetzt, wobei die Rekrutierung 

von Caspase 8 zu diesem Komplex entscheidend für die Caspase 2 Aktivierung ist 

(Olsson et al., 2009). Aktuelle Arbeiten deuten darauf hin, dass es zelltypspezifisch 

nach Caspase 2-Depletion zu einer reduzierten Aktivierung von Caspase 8 kommt, 

wobei keinerlei Interaktion zwischen Caspase 2 und 8 detektiert werden konnte (Kim 

et al., 2011). Passend dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Relevanz von 

Caspase 2 sowohl bei der SKP2- als auch der HDAC2-vermittelten Sensitivierung 

gegenüber TRAIL beobachtet. Dies spricht dafür, dass Caspase 2 unabhängig von 

SKP2 oder HDAC2 im Pankreaskarzinom eine entscheidende Rolle im TRAIL-

induzierten Apoptosesignalweg spielt, wobei für ein besseres Verständnis der 

Funktion der Caspase 2 weitere Experimente nötig sind.  
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4.4 Ausblicke 

Die infauste Prognose des Pankreaskarzinoms wird unter anderem durch die 

weitgehende therapeutische Resistenz gegenüber etablierten Therapien bestimmt. 

Trotz wissenschaftlicher Fortschritte in der Aufklärung der Pathogenese des duktalen 

Pankreaskarzinoms, besserte sich die Überlebensrate in den letzten Jahrzehnten nur 

unwesentlich (Schneider et al., 2005; Mitry et al., 2008).   

TRAIL-agonistische Wirkprinzipien stellen vor allem auf Grund ihrer relativ selektiven 

Wirkung auf entartete Zellen ein vielversprechendes Therapeutikum bei humanen 

Krebserkrankungen dar. Bisher limitiert jedoch die Resistenz vieler Tumorzellen 

gegenüber TRAIL seine Anwendung.  

Das F-Box-Protein SKP2 wird im Pankreaskarzinom hoch exprimiert und ist 

einerseits entscheidend an der Zellzyklusregulation beteiligt, andererseits zeigt diese 

Arbeit eine wichtige Funktion von SKP2 bei der Regulation der Apoptose. Obwohl die 

genauen molekularen Mechanismen der Kontrolle der TRAIL-Resistenz durch SKP2 

weiter unklar sind, definieren die Daten SKP2 als molekulare Zielstruktur für neue 

therapeutische Interventionen im Pankreaskarzinom. 

In Tumoren sind HDACs an der Regulation von Proliferation, Apoptose, 

Differenzierung, Migration und Angiogenese beteiligt (Glozak et al., 2007) und 

werden bereits breit in der Klinik angewendet. Auch im duktalen Pankreaskarzinom 

wurde die Beteiligung von HDACs an der Kontrolle von Proliferation, Apoptose und 

Metastasierung schon mehrfach gezeigt (Schneider et al., 2010). Leider sind HDACI 

als Monotherapeutika nur in einer kleinen Gruppe hämatologischer Tumoren 

wirksam. Es gibt jedoch immer mehr Hinweise darauf, dass rational und molekular 

begründete HDACI-basierte Kombinationstherapien in der Behandlung solider 

Tumoren wirksam sind (Bots et al., 2009). Solche geeigneten Kombinationen zu 

finden, ist vor allem beim Pankreaskarzinom von Bedeutung, nachdem eine kürzlich 

veröffentlichte klinische Phase-II-Studie keine Effektivität des schwachen HDACI 

CI-994 kombiniert mit dem aktuellen Standardtherapeutikum Gemcitabine belegen 

konnte (Richards et al., 2006).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von HDACI die 

TRAIL-Resistenz im Pankreaskarzinom überwindet. Dies stellt einen neuen 

therapeutischen Ansatz dar, der nach Bestätigung in vivo in der Klinik angewendet 

werden kann. 
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5 Zusammenfassung 

Das Pankreaskarzinom ist ein Tumor mit einer sehr schlechten Prognose und 

konservative Therapiestrategien werden bisher erfolglos eingesetzt. 

Obwohl das F-Box-Protein S-Phase Kinase-assoziiertes Protein 2 (SKP2) im 

duktalen Pankreaskarzinom hoch exprimiert wird und die Zellzyklusprogression 

reguliert, sind seine weiteren Funktionen in Pankreaskarzinomzellen unbekannt. 

Mittels RNA-Interferenz konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass SKP2 

in einigen duktalen Pankreaskarzinomzelllinien Resistenz gegenüber TRAIL, aber 

nicht gegenüber dem Topoisomerase II Inhibitor Etoposid vermittelt. Es wurde nach 

Behandlung von mit SKP2-siRNA transfizierten MiaPaCa2 Zellen mit TRAIL eine 

beschleunigte Spaltung des BH3-only Proteins BID und eine gesteigerte 

Herunterregulation von c-FlipL, XIAP und MCL1 beobachtet. Insgesamt zeigen die 

Daten eine neue Funktion von SKP2 in der Regulation der extrinsischen Apoptose 

auf.  

Obwohl gezeigt wurde, dass Histondeacetylasen (HDACs), vor allem die 

Klasse I HDACs HDAC1, 2 und 3 im Pankreaskarzinom hoch exprimiert werden, ist 

wenig über die spezifischen Funktionen der HDAC-Isoenzyme bekannt. Der 

Knockdown von HDAC2, aber nicht der von HDAC1, resultierte in 

Pankreaskarzinomzellen in einer Sensitivierung für TRAIL. Dementsprechend 

sensitiviert der HDAC-Inhibitor Valproinsäure für TRAIL-induzierte Apoptose in 

Pankreaskarzinomzellen. Auf molekularer Ebene wurde eine erhöhte Expression des 

DR5, eine beschleunigte Spaltung des BH3-only Proteins BID und eine erhöhte 

Caspase-Aktivierung in HDAC2-depletierten und TRAIL-behandelten Zellen 

beobachtet. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die basale NF-κB-Aktivität in 

duktalen Pankreaskarzinomzellen unter der Kontrolle von HDAC2 steht. 

Insgesamt charakterisieren diese Daten eine neue HDAC2-Isoenzym-spezifische 

Funktion in Pankreaskarzinomzellen und zeigen eine weitere Strategie auf, um die 

TRAIL-Resistenz in Pankreaskarzinomzellen zu überwinden.  
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