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1 Einleitung 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

1.1.1 Ätiologie, Häufigkeit und Verlauf 

 

Die Anzahl maligner Erkrankungen des Pankreas hat in den letzten dreißig Jahren in den 

westlichen Ländern erheblich zugenommen. In Deutschland kam es zu einem Anstieg der 

Erkrankungsrate von sechs Prozent bei den Männern und sogar 17 % bei den Frauen (18, 

21). Im Jahr 2007 lag die Inzidenz bei 13.357 Personen, wobei Männer und Frauen gleich 

häufig erkrankten. Die Mortalität zählte im gleichen Jahr 13.942 Patienten (Krebsregisterda-

tenbank, Robert-Koch-Institut). Damit hat diese Krankheit eine extrem schlechte Prognose 

und nimmt Platz fünf der Liste der jährlichen Todesursachen ein (2).  

Etwa 80 % aller am Pankreaskarzinom erkrankten Patienten sind über 60 Jahre alt (18). Die 

durchschnittliche Lebenserwartung nach der Diagnosestellung liegt bei vier bis sechs Mona-

ten und die Fünf-Jahres-Überlebensrate lediglich bei sechs Prozent der Männer und acht Pro-

zent der Frauen (18, 21).  

Als Ursache dieser Erkrankung werden viele unterschiedliche Faktoren diskutiert, darunter 

fallen unter anderem starker Alkohol- und Nikotinkonsum, Diabetes und Fettleibigkeit sowie 

eine langjährige chronische Pankreatitis (17, 42, 51, 54, 125, 146, 175).  

Neben diesen Umweltfaktoren existiert aber auch eine Reihe genetischer Faktoren, die die 

Entwicklung eines Pankreaskarzinoms begünstigen. Dazu zählen z. B. Mutationen im Gen des 

kationischen Trypsinogen PRSS1 (26, 117), Mutationen in den Tumorsuppressorgenen 

CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2 A), BRCA2 (BReast CAncer 2) sowie im Tu-

morsuppressorprotein p53 und Mutationen im Kras-Gen (119, 158). Diese Mutationen sollen 

im Kapitel 1.2 näher betrachtet werden. 

 
 

1.1.2 Dysplasie-Karzinom-Sequenz 

 

Auf dem Weg vom normalen Pankreasepithel zum Pankreasadenokarzinom durchläuft das 

Gewebe eine sogenannte Dysplasie-Karzinom-Sequenz. Dabei kommt es über einen langen 

Zeitraum durch mehrere Mutationsschritte zu einer Aktivierung von Onkogenen, wie z. B. 

Kras und einer gleichzeitigen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53, CDKN2A). 
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Die histologische Einteilung der verschiedenen Stadien der Karzinomentstehung erfolgt über 

eine einheitliche PanIN-Klassifikation, die in vier Stufen untergliedert ist (Abb. 1).   

 

 

 

 Abb. 1: Progressionsmodell des Pankreaskarzinoms  
[Quelle: Hruban et al, AJP June 2000, Vol.156, No6]; Von links nach rechts sind die histologischen Verände-
rungen des Pankreasepithels von den normalen Gangzellen zur hochgradigen PanIN-3 dargestellt. Im 
Laufe der zellulären Veränderungen treten gehäuft Mutationen in einzelnen Genen, wie z. B. K-ras, p16, 
p53 u. a. auf. 

 

 

Die normalen Gangzellen sind kubisch geformt, das einschichtige Epithel ist flach und das 

Zytoplasma amphophil. Eine Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie des Typs 1A zeichnet 

sich durch ein hohes Zylinderepithel aus. Dabei ist der Zellkern basal lokalisiert und die Zelle 

ist reich an Muzin. Die Kerne sind kreisförmig oder oval geformt, wobei die ovalen Kerne 

senkrecht zur Basalmembran ausgerichtet sind.  

Eine PanIN-1B ähnelt in der Grundstruktur der vorherigen PanIN-1A. Darüber hinaus besitzt 

sie eine papilläre, mikropapilläre oder eine basal mehrreihige Architektur.  

Die PanIN-2 ist meist papillär, kann aber auch eine flache Struktur aufweisen. In diesem Sta-

dium ist der Zellkern bereits morphologisch verändert, was sich in einem Verlust der Polari-

tät, einem vergrößerten Kern, einer Hyperchromatisierung, einer Kernverdrängung oder ei-

ner Pseudoschichtenbildung wiederspiegeln kann.  

Das PanIN-3 Stadium bildet den stärksten Dysplasiegrad aus und wird daher auch als Karzi-

nom in situ bezeichnet. Diese Läsionen bilden Papillen aus und haben eine löchrige Struktur, 

mit teilweise sich vom Epithelium ins Lumen ablösenden Zellverbänden. Zytologisch sind 

PanIN-3 Läsionen durch vergrößerte pleomorphe Zellkerne mit fehlender Polarität und häu-

fig auftretende Mitosen gekennzeichnet, die gelegentlich auch anormal sein können. Dennoch 

besitzen sie eine Basalmembran und wachsen nicht invasiv ins umliegende Gewebe, was sie 

vom Adenokarzinom unterscheidet (77, 79, 80, 105, 106). 
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1.1.3 Therapieansätze und Targets 

 

Das wohl größte Problem bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms liegt in der Früher-

kennung, da Beeinträchtigungen und Schmerzen erst spät im Verlauf der Krankheit auftreten 

und zudem noch sehr diffus sind. Die meisten Patienten entwickeln unspezifische Schmerzen 

mit einer Verschlechterung des Allgemeinzustandes, Gewichtsverlust und Appetitlosigkeit. 

Weiterhin kann es zu Oberbauchschmerzen kommen, die in den Rückenbereich ausstrahlen 

können, in einigen Fällen auch zur Gelbsucht oder zu einem neu auftretenden Diabetes melli-

tus. Die meist späte Diagnose lässt nur in 15 % bis 20 % der Patienten eine kurative chirurgi-

sche Entfernung des erkrankten Gewebes zu. Bei allen anderen Patienten haben sich zu die-

sem Zeitpunkt bereits Metastasen gebildet oder der Tumor hat die umliegenden Gefäße befal-

len. Bei diesen Patienten ist nur noch eine palliative chirurgische Behandlung möglich, um die 

Lebensqualität zu verbessern. Dazu gehören z. B. die Wiederherstellung von Gallenabfluss bei 

Beeinträchtigung des Gallenganges und die Gewährleistung des Nahrungstransportes bei 

Befall des Zwölffingerdarms (56). Aufgrund der geringen chirurgischen Möglichkeiten kon-

zentriert sich die Behandlung auf chemotherapeutische, radiotherapeutische und alternative 

Maßnahmen, die auf der Ebene der Karzinomentstehung angreifen sollen.  

Als ein wichtiger Angriffspunkt in der Behandlung von Karzinomen gilt das Signalnetzwerk 

der Tyrosinkinase-Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR), deren Ex-

pression bzw. Überexpression das maligne Verhalten einer Zelle beeinflussen kann. Zudem 

sind die EGF-Rezeptoren in die Apoptose, Angiogenese, Migration und Invasion der Zellen 

involviert und haben daher eine wichtige Rolle im zellulären Signalnetzwerk (siehe Abschnitt 

1.5). Darüber hinaus gibt es einen Zusammenhang zwischen der Expression von EGFR und 

der Entwicklung von Resistenzen gegenüber Radio- bzw. Chemotherapien (109, 110).  

Zu den therapeutisch am weitesten erprobten Substanzen gehören monoklonale Antikörper 

und niedermolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren. Die Antikörper IMC-225 (Erbitux; Cetuxi-

mab), Theracim (hR3; CIMAher), ABX-EGF (Panitumumab; Vectibix), ICR-62 und EMD-72000 

(Matuzumab) richten sich gegen die extrazelluläre Domäne des HER-1-Rezeptors. Sie verhin-

dern die Bindung von wachstumsfördernden Liganden und induzieren die Rezeptor-

Internalisierung und endosomale Degradierung. Dadurch werden die nachfolgenden Signal-

wege negativ reguliert (70, 110, 122). Die Antikörper Trastuzumab (Herceptin) und Pertu-

zumab (Omnitarg) binden die extrazelluläre HER-2-Rezeptordomäne und behindern die Re-

zeptordimerisierung. Sie vermindern damit die Kinaseaktivierung, hemmen die Zellprolifera-

tion und wirken proapoptotisch. Trastuzumab richtet sich zusätzlich gegen den VEGF-
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Rezeptor und verringert somit die Angiogenese und den aggressiven Phänotyp, welcher mit 

einer HER-2-Überexpression verbunden ist (12, 14, 29, 145). Neben der direkten Rezeptor-

wirkung konnte durch den Einsatz der monoklonalen Antikörper die Sensitivität der Patien-

ten gegenüber Strahlen- und Chemotherapien gesteigert werden (109, 110, 122, 145).  

Die Therapie mit Antikörpern birgt jedoch auch Nachteile. Durch die hohe Spezifität der mo-

noklonalen Antikörper für definierte Rezeptorepitope können sie weniger auf alternative 

Isoformen dieser Rezeptoren reagieren. Die Entstehung bzw. das Vorhandensein alternativer 

Rezeptor-Isoformen in den Krebszellen schwächt damit die Wirkung der Antikörper oder 

macht sie teilweise sogar wirkungslos. Ebenso kann durch diese Therapien eine Antikörper-

antwort des Immunsystems ausgelöst werden, wodurch ihre Effizienz im Laufe der Zeit eben-

falls abgeschwächt wird bzw. nachfolgende Antikörpertherapien ineffektiv bleiben (70). So 

entwickelten viele Brustkrebspatientinnen während einer längeren Behandlungsdauer mit 

Herceptin eine Resistenz gegen dieses Mittel, obwohl sie zu Beginn gut auf die Therapie ange-

sprochen hatten. Bei ca. 70 % der Patientinnen blieb der Behandlungserfolg sogar ganz aus 

(108).  

Die niedermolekularen Tyrosinkinaseinhibitoren können gegenüber den intravenös verab-

reichten Antikörpern oral verabreicht werden, wodurch die Behandlung etwas vereinfacht 

wird; andererseits sind sie weniger spezifisch als die Antikörper und müssen daher in höhe-

ren Dosen verabreicht werden (70). Sie binden entweder reversibel (ZD1839/Gefitinib; OSI-

774/Erlotinib; GW-2016/Lapatinib) oder irreversibel (Cl-1033/Canertinib; EKB-569/Peliti-

nib) an die Tyrosinkinasen der EGF-Rezeptoren, blockieren das Zellwachstum, induzieren 

Apoptose und verbessern die Wirkung von Chemotherapeutika bzw. Radiotherapien (14, 29, 

70, 121).  

Sowohl die Behandlung mit monoklonalen Antikörpern als auch der Einsatz von niedermole-

kularen Tyrosinkinaseinhibitoren rufen einige Nebenwirkungen hervor, zu denen Diarrhöe, 

intestinale Pneumonie und leichtes Fieber mit grippeähnlichen Symptomen gehören. Eine 

„positive“ Nebenwirkung ist ein Akne förmiger Hautausschlag, der bevorzugt in Gesicht, Hals 

und am oberen Rumpf meist innerhalb der ersten drei Wochen nach Behandlungsbeginn auf-

tritt und sich mit fortschreitender Behandlung stabilisiert. Er gilt als Indiz für ein positives 

Ansprechen auf die Therapie gegen den EGFR (70, 110).  

Die bisher genannten Medikamente befinden sich bereits größtenteils in der klinischen Test-

phase bzw. Anwendung und zeigen in unterschiedlicher Weise Überlebensvorteile für die 

behandelten Patienten, ändern jedoch nichts an der Letalität des Pankreaskarzinoms (14, 

56).  
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Weitere Therapieansätze wurden in verschiedenen Zelllinien bereits erfolgreich getestet. 

Dazu gehören Ligandentoxine und Immuntoxinkonjugate, bei denen die Liganden Heregulin, 

EGF und TGFα an z. B. verkürzte Formen des Enterotoxins A von Pseudomonas gekoppelt 

wurden und über rezeptorvermittelte Endozytose die Proteinsynthese innerhalb der Zelle 

inhibieren; dies führt zum Zelltod. Eine erfolgreiche Inhibition des Zellwachstums konnte in 

Zelllinien aus Brust-, Prostata- und Ovarialkarzinomen auch durch den Einsatz von siRNA 

(small interfering RNA) gegen den EGFR oder TGFα erreicht werden (12, 145). Ein weiterer 

Ansatz ist die Behandlung mit den Inhibitoren 17-AAG und IPI-504, die sich gegen den 

HSP90-Chaperonkomplex richten, welcher den HER-2-Rezeptor stabilisiert und vor einer 

Degradation schützt (14, 29).  

Einen potenziellen Nutzen in der therapeutischen Behandlung bieten auch natürliche Inhibi-

toren. Decorin beispielsweise ist ein endogenes Proteoglykan, das an den EGFR bindet und 

dabei die EGF-Bindungsstelle teilweise überlappt. Das 1,25-Dihydroxyvitamin D3 ist für die 

negative Regulation der EGFR-vermittelten Wachstumssignale verantwortlich. Trichostatin A 

und Natriumbutyrat hemmen die Transkription von amplifizierten HER-2-Genen in trans-

formierten Zellen, jedoch nicht die Transkription in gesunden Zellen mit nur zwei Genkopien 

(12).  

 
 

1.2 Charakteristische Mutationen des Karzinoms 

 

1.2.1 K-ras 

 

Das v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog  (K-ras) ist ein membranassoziier-

tes GTPase-Signalprotein der Ras-Familie und moduliert über nachfolgende Signalwege Zell-

wachstum, Differenzierung und Apoptose (24). In der gesunden Zelle wird Ras durch die Bin-

dung an GTP aktiviert und beeinflusst anschließend via GTP-Hydrolyse die intrazellulär gele-

genen Signalwege (47). Zu diesen Signalwegen gehören unter anderem der RAF/MAPK-Weg, 

der PI3-Kinaseweg und der Ral-GDS-Weg (Abb.2) (71). Diese Signalwege wirken auf das Über-

leben der Zellen, die Transkription und Translation von Proteinen, die Progression des Zell-

zyklus, den Vesikeltransport und das Zytoskelet (38).  
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 Abb. 2: Ras-Signalwege 
 [modifiziert nach Hezel et al (71)]; Dargestellt sind die intrazellulären Signalkaskaden,  

 welche durch das Ras-Protein aktiviert werden. Die Sterne zeigen Angriffspunkte für  

 Inhibitoren der Signalleitung. 

 

 

Durch eine missense Mutation im Kodon 12 und in seltenen Fällen in den Kodons 13 und 61 

wird K-ras konstitutiv aktiviert. Die häufigste in humanen Pankreasadenokarzinomen anzu-

treffende Mutation ist der Basenaustausch von GGT (Glyzin) zu GAT (Aspartat). Daneben 

existieren aber auch Basensubstitutionen zu GTT (Valin), CGT (Arginin) oder TGT (Cystein) 

(203). Diese Punktmutationen sind in 90 % der Pankreaskarzinome zu finden. Sie treten be-

reits in den frühen Stadien der Neoplasien auf und häufen sich mit steigendem PanIN-Grad. 

So ist in ca. 36 % der PanIN-1A, 44 % der PanIN-1B und sogar 87 % der PanIN-2-3 Läsionen 

ein mutiertes K-ras-Onkogen nachweisbar (116). Eine Inhibition der durch Ras aktivierten 

Signalwege an unterschiedlichen Stellen (in Abb. 2 durch einen Stern gekennzeichnet) konnte 

die Tumorgenese des Pankreasadenokarzinoms in zahlreichen in vitro und in vivo Systemen 

hemmen (71).  

 

1.2.2 Tumor Protein p53 

 

Das Tumor Protein p53 ist ein nukleäres Phosphoprotein mit einer zentralen DNA-

Bindungsdomäne. Durch die Induktion des p21-Proteins (CDKN1A) kontrolliert p53 die Zell-

proliferation während des Übergangs von der G1-Wachstumsphase in die S-Phase (DNA-

Synthese) und die Arretierung der Zelle in der G2-M-Phase und spielt somit eine entscheiden-

de Rolle in der Zellzyklusregulation. Darüber hinaus induziert es Faktoren für die Reparatur 

von DNA-Schäden, wie z. B. GADD45 (growth arrest and damage dependend 45) und für die 

Einleitung der Apoptose, wie z. B. PIG3 (p53 induziertes Gen 3), APO-1 (Apoptose-1) oder bax 

(bcl2 assoziiertes X-Protein) und übernimmt dadurch eine Tumorsuppressorfunktion (57, 68, 
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102, 111, 114, 158, 168, 190, 205, 207). Das p53-Tumorsuppressorprotein selbst wird durch 

die Wechselwirkung mit dem Protein MDM-2 (murine double minute, in der Maus) bzw. dem 

HDM-2 (human double minute, im Humanen) reguliert. Es sorgt für die Degradierung des p53 

durch den Proteasomkomplex und hält das Protein in der normalen Zelle auf einem niedrigen 

Level (siehe auch Abschnitt 1.2.3).  

Das p53-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 und ist in 50 % bis 75 % 

aller Pankreaskarzinome durch z. B. Punktmutationen in der DNA-bindenden Domäne inakti-

viert. Durch diese Inaktivierung kommt es zu einem Verlust der Heterozygotie und einem 

damit verbundenen völligen Funktionsverlust des p53 (118, 148). Die Tumorzellen entgehen 

dadurch der Induktion des Zelltodes und können sich trotz vorhandener DNA-Schäden weiter 

teilen; dies führt zu einer Akkumulation von genetischen Anomalien (118). Veränderungen 

des p53 stehen ebenfalls in Verbindung mit einem verkürzten postoperativen Überleben. 

Andererseits lässt sich aber keine Korrelation zu Tumorgrad, Tumorstadium oder dem Grad 

der Metastasierung eines Pankreasadenokarzinoms herstellen (156, 158).  

 

 

1.2.3 CDKN2A 

 

Der Zyklin abhängige Kinase Inhibitor 2A-Genlokus (CDKN2A) befindet sich auf dem Chro-

mosomenabschnitt 9p21 und enthält zwei überlappende Genabschnitte, welche für die Prote-

ine p16INK4A und p14ARF codieren. Sie gehören zur Inhibitor-Familie der Zyklin-abhängigen 

Kinasen (CDK-Inhibitoren) und nehmen eine wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation ein, 

indem sie das Retinoblastomprotein (Rb)- bzw. den p53-Tumorsuppressorweg regulieren.  

Das p16INK4A Protein bindet an den CDK4/CDK6-Komplex und inhibiert dessen Aktivierung 

durch Zyklin D (Abb. 3). Dadurch ist die anschließende Phosphorylierung des Retinoblas-

tomproteins (Rb) gehemmt. Als Folge dessen können die durch den Transkriptionsfaktor E2F 

regulierten Gene, welche für den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus nötig sind, nicht indu-

ziert werden. Die Zelle arretiert in der G0-Ruhephase.  

Der Funktionsverlust des p16INK4A resultiert also in einer Hyperphosphorylierung des Reti-

noblastomproteins und der damit verbundenen Freisetzung des E2F. Dadurch kann der Zell-

zyklus ungehindert fortschreiten (56, 71, 103, 135, 165).  

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Double_minute
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Abb. 3: Die Zellzykluskontrolle durch die Proteine des CDKN2A Genlokus  
[modifiziert nach Sekulic et al (165)]; Dargestellt ist die Anordnung der Proteine p14ARF  

und p16INK4A auf dem Chromosomenabschnitt 9p21 sowie die zellulären Signalkaskaden,  

die durch diese Proteine reguliert werden. Nähere Erläuterungen dazu finden sich im Text. 

 

 

Die Expression des p14/ARF-Proteins wird induziert durch zellulären Stress wie z. B. DNA-

Schäden und inhibiert die MDM-2-p53-Wechselwirkung (siehe Abschnitt 1.2.2). Durch die 

daraus resultierende Stabilisierung des Tumorsuppressorproteins p53 wird der Zellzyklus-

inhibitor p21 induziert. Das p21 wiederum hemmt den Cyclin E/CDK2-Komplex und unter-

bindet damit ebenfalls die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (Abb. 3).  

Der Ausfall des p14/ARF führt damit zu einer unkontrollierten Ubiquitinylierung und der 

damit verbundenen Degradierung des p53-Tumorsuppressors. Es kommt zu einer weiteren 

Hyperphosphorylierung des Retinoblastomproteins und der Progression des Zellzyklus (56, 

71, 103, 135, 165). 

Ein Verlust der Funktion des CDKN2A-Gens ist in über 80 % - 95 % der Pankreaskarzinome 

zu finden und wird hervorgerufen durch homozygote Deletion (40 %), intragenetische Muta-

tionen und dem damit verbundenen Verlust des zweiten Allels (40 %) oder durch epigeneti-

sche Inaktivierung in Folge einer Promotormethylierung (10 % - 15 %) (71, 103, 155, 164).  

Der Funktionsverlust des CDKN2A tritt im Laufe der Onkogenese etwas später als die Kras-

Mutation auf, nimmt aber ebenfalls mit steigendem Dysplasiegrad zu (PanIN-1A: 30 %, Pa-

nIN-1B: 55 %, PanIN-2 und höher: 92 %) (203).  
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1.2.4 BRCA2 (BReast CAncer 2) 

 

In 7% bis 10 % aller sporadisch auftretenden Pankreaskarzinome liegt BRCA2 in inaktiver 

Form vor (46, 163). In den familiär gehäuft auftretenden Pankreaskarzinomen sind es sogar 

17 % bis 19 % (59, 131). Analysen in Familien mit einer BRCA2-Mutation und gehäuft auftre-

tenden Brust- und Ovarialkarzinomen zeigen ein 3,5-fach erhöhtes Risiko an einem Pankre-

askarzinom zu erkranken (131).  

Das BRCA2-Gen ist auf dem Chromosom 13q lokalisiert und nimmt eine wichtige Rolle für 

den Erhalt der genomischen Stabilität bei der Reparatur von DNA-Schäden, die während 

homologer Rekombinationen entstehen, ein (71, 163). In Zellen, in denen BRCA2 defekt ist 

oder ganz fehlt, kommt es somit zur Akkumulation von letalen Chromosomenaberrationen 

(187). Dennoch tritt der Verlust der Heterozygotie des BRCA2 erst relativ spät während der 

Entwicklung des Pankreaskarzinoms auf und dient damit „lediglich“ als Verstärker im Fort-

schreiten der Erkrankung und nicht als deren primärer Auslöser (58). 

 

 

1.2.5 PRSS1 (kationisches Trypsinogen) 

 

Der bisher stärkste bekannte Risikofaktor für das Pankreaskarzinom ist die Vorerkrankung 

einer hereditären Pankreatitis (HP). Patienten mit einer HP haben ein etwa 53-fach erhöhtes 

Risiko, ab dem 50. Lebensjahr ein Pankreaskarzinom zu entwickeln (96).  

Die Hereditäre Pankreatitis ist eine autosomal dominant vererbte Krankheit mit einer Penet-

ranz von 80 % und variablem Schweregrad. Sie ist gekennzeichnet durch abdominale 

Schmerzen, die bereits im Kindesalter beginnen und über Jahre hinweg schubartig auftreten 

können oder sich in einer chronischen Pankreatitis manifestieren (26, 95, 154).  

Bei der Hereditären Pankreatitis sind meist mehrere Familienmitglieder über verschiedene 

Generationen betroffen. Wird diese Krankheit väterlicherseits vererbt, steigt das kumulative 

Risiko ab einem Alter von 70 Jahren sogar auf 75 % (117).  

Als Auslöser der HP gelten Mutationen im PRSS1-Gen, welches für das Verdauungsenzym 

„kationisches Trypsinogen“ kodiert (180). Bisher sind 19 verschiedene Varianten des PRSS1-

Gens bekannt, die in 17 Aminosäure-Substitutionen resultieren (188). Die häufigsten Muta-

tionen sind R122H und N29I, wobei erstere am häufigsten auftritt (27, 28). Sie führen zu ei-

ner erhöhten Trypsinogenaktivierung bzw. zu einer Stabilisierung des enzymatisch aktiven 
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Trypsins, wodurch die intrapankreatische Trypsinaktivität ansteigt und eine Pankreatitis 

ausgelöst wird (96, 154, 180).  

 

 

1.3 Maustumormodelle 

 

1.3.1 Das p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell 

 

Dieses Mausmodell wurde von Hingorani et al. entwickelt, um den Einfluss der Expression 

einer onkogenen KrasG12D/+-Mutation in Prankreasvorläuferzellen der Maus auf die Pankreas-

tumorgenese zu untersuchen (72).  

Dazu wurde eine LSL-KrasG12D/+-Mauslinie von Jackson et al. (85) mit einer p48+/cre-

transgenen Mauslinie von Kawaguchi et al. (94) gekreuzt. Die Kras-modifizierten Mäuse ent-

halten eine Punktmutation im Kodon 12, die im Protein zu einem Austausch von Glyzin zu 

Aspartat führt. Dadurch werden sowohl die intrinsische als auch die extrinsische GTPase-

Aktivität beeinflusst und die nachfolgenden Effektorwege konstitutiv aktiviert. Das KrasG12D-

Allel liegt in den LSL-KrasG12D/+-Mäusen durch eine vorgeschaltete Lox-STOP-Lox-Kassette 

zunächst in inaktiver Form vor. In den F1-Mäusen kann jedoch durch das Herausschneiden 

der STOP-Kassette mittels einer Cre-Rekombinase die Expression des onkogenen KrasG12D 

aktiviert werden. In den p48+/cre -Mäusen wurde die Cre-Rekombinase direkt hinter den Pro-

motor in das Exon 1 des p48-Gens kloniert. Das p48 ist eine pankreasspezifische Untereinheit 

des PTF1-Proteinkomplexes, welche als Bindungseinheit des trimeren Pankreastranskrip-

tionsfaktors 1 (Ptf1) dient (76). Er wird in Pankreasazinuszellen exprimiert und dient als 

Transkriptionsregulator exokrin spezifischer Gene in den Azinuszellen, wie z.B. Elastase-1 

und Amylase. Pft1a wird in vivo weder im endokrinen Gewebe, noch in Gangzellen exprimiert 

und lässt somit eine rein exokrine Funktion vermuten. Unterstützt wird diese Hypothese 

durch die Feststellung, dass Ptf1a-/- Mausembryos keine Azinuszellen, aber endokrine Zellen 

ausbilden (94). 
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Abb. 4: allelische Rekombination zur Aktivierung der KrasG12D/+-Mutation 
[modifiziert nach Hingorani et al (73)]; In den zweifach positiven Tieren wird die der Punktmutation im  
Exon 1 des Kras vorgeschaltete STOP-Kassette durch die p48-Cre-Rekombinase pankreasspezifisch her-
ausgeschnitten. 
  

 

Durch die Verpaarung der beiden Mauslinien kommt es in den Nachkommen, welche beide 

Genmanipulationen enthalten, zu einer Expression des KrasG12D ausschließlich im Pankreas, 

nicht in den anderen Organen (85, 94, 183). Dadurch werden im Pankreas dieser Tiere Läsio-

nen mit Pankreatischen Intraepithelialen Neoplasien (PanINs) induziert, welche in histolo-

gisch vergleichbarer Form auch im humanen Gewebe anzutreffen sind (72).  

 

 

1.3.2 Das p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell 

 

Die genetische Modifikation für dieses Mausmodell entspricht dem Grundprinzip des in Ab-

schnitt 1.3.1 beschriebenen Modells. Hier wurde zusätzlich eine „missense“ Punktmutation 

im Exon 5 des Tumorsuppressorgens p53 eingebracht, welche durch eine vorgeschaltete Lox-

STOP-Lox-Kassette zunächst ebenfalls in inaktiver Form vorliegt (136).  

Das Herausschneiden der STOP-Kassette durch eine Rekombinase aktiviert dann wieder die 

Expression des mutierten p53-Proteins (Abb. 5). 

Die gezielte Verpaarung von Mäusen der Linie p48+/cre mit LSL-KrasG12D/+- und LSL-

Trp53R172H/+-Mäusen führt zu Nachkommen, die im Pankreas eine Expression des KrasG12D-

Onkogens und eine reduzierte Expression des p53-Tumorsuppressorgens aufweisen. Die zum 

KrasG12D/+ zusätzliche p53-Modifikation führt in diesen Tieren zur Ausbildung eines soliden 

Pankreasadenokarzinoms.  
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Abb. 5: allelische Rekombination zur Aktivierung der Trp53R172H/+-Mutation 
[modifiziert nach Hingorani et al (73)]; In den zweifach positiven Tieren schneidet die p48-Cre-Rekombi-
nase pankreasspezifisch die STOP-Kassette heraus und aktiviert damit die Punktmutation im  Exon 5 des 
Trp53. 

 

 

Dieses Mausmodell entstand in Anlehnung an das Pdx-1-Cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-

Mausmodell von Hingorani et al. (73). Er verwendete in seinem Tumormodell lediglich den 

Pdx-1- statt des p48-Promotors für die Lokalisation der Cre-Rekombinase, welcher aber eben-

falls nur in pankreasspezifischen Zellen aktiviert wird. Sowohl das Pdx-1 als auch das p48 

sind essenziell für die Entwicklung aller drei Pankreaszelllinien (Amini, Inselzellen, Gangzel-

len) (76). Zusätzlich ist das Pdx-1 jedoch auch in die Entwicklung des distalen Magens, des 

Duodenums und des Gallenganges involviert, was durch den Nachweis von KrasG12D in diesen 

Organen durch Hingorani et al bestätigt werden konnte (72, 76). Zellen, welche zu Azinuszel-

len differenzieren verlieren die PDX-, erhalten jedoch die p48-Expression aufrecht, wohinge-

gen Inselvorläuferzellen die p48-Expression abschalten und PDX exprimieren (76).  

 

 

1.4 Die EGFR-Familie 

 

Die EGFR-Familie gehört zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, einer Untergruppe der 

Transmembranrezeptorproteine und zählt vier Mitglieder, den HER-1-Rezeptor (EGFR oder 

auch c-erbB-1 genannt); den HER-2/neu-Rezeptor (c-erbB-2); den HER-3-Rezeptor (c-erbB-

3) und den HER-4-Rezeptor (c-erbB-4). Im nachfolgenden wird hier die HER-Nomenklatur 

auch für die Maus-homologen Rezeptoren verwendet.  
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Alle Rezeptoren besitzen eine extrazelluläre Domäne mit 4 Untereinheiten (I-IV), gefolgt von 

einer Transmembrandomäne, einer Kinasedomäne und der anschließenden C-terminalen 

Domäne mit Bindungsstellen für Phosphotyrosin-bindende Effektormoleküle (29).  

Nach der Bindung eines Liganden an die Untereinheiten I und III der extrazellulären Domäne 

kommt es zu einer Konformationsänderung des Rezeptors und einer damit verbundenen 

Freilegung der Untereinheit II, welche an die gleiche Untereinheit eines zweiten Rezeptors 

bindet und somit zur Dimerbildung zweier Rezeptoren führt. Durch die anschließende 

Transphosphorylierung der zytoplasmatischen Tyrosinkinasedomäne und aufeinanderfol-

gende Rekrutierung und Aktivierung von unterschiedlichen zytoplasmatischen Effektorpro-

teinen werden verschiedene zelluläre Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Zellmotilität 

und das Überleben der Zelle reguliert (29, 48, 70, 107, 145, 202).  

Dabei bestimmt die Art des Liganden die Bildung spezifischer Rezeptordimere und das Vor-

handensein bestimmter Rezeptordimere welcher Signalweg innerhalb der Zelle angespro-

chen wird (15, 145, 177, 178). Ebenso sind aber auch die einzelnen intrazellulären Signalwe-

ge miteinander verknüpft und es entsteht ein komplexes Netzwerk (vgl. Abbildung 6).  

 

 

      

Abb. 6: Signalkaskaden der EGFR-Familie  
[Quelle: Cell Signaling Technology®, http://www.cellsignal.com] 
Die Bindung unterschiedlicher Liganden resultiert in der Bildung verschiedener Rezeptordimere, welche 
dann jeweils spezifisch intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren. Eine zusätzliche Wechselwirkung ein-
zelner Signalkaskaden untereinander lässt ein komplexes Netzwerk zellulärer Prozesse entstehen.  
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Die Rezeptoren HER-2 und HER-3 weisen einige strukturelle Besonderheiten auf, die sie da-

ran hindern, funktionelle Homodimere zu bilden. Beim HER-3-Rezeptor ist die intrinsische 

Tyrosinkinaseaktivität durch fehlende Aminosäurereste inaktiv. Der HER-3-Rezeptor kann 

somit nur durch die Bindung an die Rezeptoren HER-1, HER-2 und HER-4 Tyrosin-

phosphoryliert und aktiviert werden. Andererseits besitzt er als einziger Rezeptor (neben 

einer HER-4-Isoform) multiple PI3-Kinase-Bindungsmotive, deren Aktivierung das zelluläre 

Überleben fördern und die Apoptose verringern (14, 29, 160).  

Der HER-2-Rezeptor hat zwar eine intakte Tyrosinkinasedomäne, aber eine starke Wechsel-

wirkung zwischen den Untereinheiten I und III der extrazellulären Domäne macht die Ligan-

denbindungsstelle unzugänglich. Diese Konformationsänderung macht den HER-2-Rezeptor 

zum bevorzugten Partner für die Heterodimerisierung mit den anderen drei Rezeptoren. Die 

Heterodimere mit HER-2 als Partner haben eine höhere Bindungsaffinität und eine breitere 

Spezifität für verschiedene Liganden als andere Heterodimere. Aufgrund der verlangsamten 

Wachstumsfaktor-Dissoziation und Endozytose, sowie schnellerem Recycling zur Oberfläche 

gelten HER-2-Rezeptoren als Signalverstärker im Netzwerk (29, 123).  

Zusätzlich zur Aktivierung durch die Bindung der eigenen Liganden können die Mitglieder 

der EGFR-Familie jedoch auch durch G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren, zytoplasmatische 

Kinasen, Prostaglandin E2 oder Zytokinrezeptoren transaktiviert werden, wodurch das Sig-

nalnetzwerk zusätzlich moduliert und damit noch komplexer wird (12, 48, 145).  

Auf zellulärer Ebene gibt es verschiedene Regulationsmechanismen der zellulären Signalt-

ransduktionswege. Zu den positiven Mechanismen gehören die auto- und parakrine Stimula-

tion, die Aktivierung des Ras-MAPK-Signalweges und der damit verbundenen induzierten 

Transkription von weiteren Wachstumsfaktoren oder die Transaktivierung der Rezeptoren 

über G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren. Die negative Regulation der intrazellulären Signale 

erfolgt zunächst über die Dephosphorylierung der Rezeptoren durch Tyrosinphosphatasen 

und die Degradierung in Lysosomen. Darüber hinaus wird über die Rezeptorstimulation die 

Synthese von Hemmstoffen induziert, welche ca. eine Stunde nach Beginn der Stimulation 

ihren Höhepunkt erreicht. Hierzu gehören z. B. die Transkription des Suppressors SOCS5 

(Suppressor of Cytokine signaling-5), welcher die Degradation des HER-1 im Proteasom för-

dert; die Bildung von SPRY (sprouty), einem Adapterprotein, welches den Ras-MAPK-Weg 

reguliert und Cbl (Ubiquitinligase) induziert oder die Synthese von LRIG1 (Leucin rich Re-

peats and Immunglobulin like domains-1), welches in die Ubiquitinylierung und Degradie-

rung des HER-1-Rezeptors involviert ist (29).  

Die Mitglieder der EGFR-Familie spielen eine zentrale und essenzielle Rolle in der Zellregula-

tion. Das zeigt sich auch in entsprechenden Knock-out Mäusen. So haben HER1-defiziente 
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Mäuse stammspezifische Entwicklungsdefekte der inneren Organe, der Plazenta, des Gehirns 

und in den epithelialen Strukturen. Ebenso haben sie Pankreasfehlbildungen aufgrund einer 

gestörten β-Zellentwicklung. HER-2 und HER-4-Knock-out Mäuse haben Fehlbildungen in 

Herz und Gehirn und sterben meist schon am Tag 10,5 des Embryonalstadiums (126). HER-3-

defiziente Mäuse bilden dagegen keine Schwannschen Zellen aus und sterben ebenfalls be-

reits im Embryonalstadium am Tag 13,5 aufgrund schwerer Neuropathien (88, 126).  

Andererseits ist eine gestörte Signaltransduktion durch die Mitglieder der EGFR-Familie bei 

Überexpression, Amplifikationen, Mutationen oder konstitutiv autokriner Stimulation, mit 

einem hohen Risiko für hyperproliferative Krankheiten verbunden. So ist der HER-1-

Rezeptor in fast allen soliden Tumoren (z. B. Mama-, Nieren-, Ovarial-, Blasen- und Pankre-

askarzinomen) überexprimiert (70). Korc et al. fand in humanen Pankreasadenokarzinomen 

sogar einen 3-fach erhöhten EGFR-mRNA-Spiegel im Vergleich zum gesunden Gewebe (107). 

Ueda et al. stellte fest, dass die Überexpression von HER-1 und dessen Translokation von der 

Zellmembran ins Zytoplasma mit einem aggressiveren Phänotyp des Tumors und einer damit 

verbundenen schlechteren Patientenprognose korrelierte (185). Der HER-2-Rezeptor ist in 

25 % bis 30 % der Mamakarzinome überexprimiert, was ebenfalls mit einer schlechteren 

Patientenprognose und verringertem Überleben verbunden ist. Im humanen duktalen Pan-

kreasadenokarzinom (PDA) fand man bis zu 3-fach erhöhte HER-2-mRNA-Spiegel, die mit 

einem erhöhten histologischem Differenzierungsgrad des Tumors assoziierten. Ein Zusam-

menhang zwischen der HER-2-Überexpression und dem Stadium des Pankreaskarzinoms 

(TNM-Klassifikation) konnte jedoch nicht gezeigt werden (50, 182). Die Onkogene v-erbB 

und c-neu sind zudem konstitutiv signalgebende Rezeptormutanten des HER-1 und HER-2 

(88). Die HER-3-mRNA ist im humanen PDA ebenfalls bis zu 3,5-fach erhöht und assoziiert 

mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und verringertem postoperativem Überleben, 

nicht jedoch mit dem histologischen Grad des Tumors (50).  

Die Rolle von HER-4 ist bisher nicht eindeutig geklärt, er gilt sowohl als Onkogen als auch als 

Tumorsuppressor (184). Die HER-4-mRNA-Expression ist in nicht metastasierenden Pankre-

as- und Prostatakarzinomen bis zu 6-fach vermindert verglichen mit gesundem Gewebe (62). 

Nur 10 % bis 20 % der Adenokarzinome exprimieren HER-4, 40 % bis 80 % haben dagegen, 

verglichen mit gesundem Gewebe, eine verringerte HER-4-Expression (208). Junttila et al 

postulierten eine Assoziation zwischen der Expression von HER-4 und einem höheren Diffe-

renzierungsgrad der Zellen und stellten einen Verlust der Expression in vielen Karzinomen 

fest (88). Andere Arbeitsgruppen bestätigten diese Hypothese (66, 160, 184). Dem gegenüber 

stehen verschiedene Studien die eine erhöhte HER-4-Expression im Magenkarzinom, im pa-

pillären Schilddrüsenkarzinom, im Brustkarzinom, im endometrialen Karzinom und im Gra-
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nularzelltumor beobachteten und diese mit einer erhöhten Tumoraggressivität und einer 

schlechteren Patientenprognose assoziierten (66, 208). Wieder andere Arbeitsgruppen stell-

ten keinen Zusammenhang zwischen der HER-4-Expression und den Überlebenschancen der 

Patienten fest (97, 173).  

Diese Diskrepanzen liegen wahrscheinlich in der Struktur des HER-4 Gens begründet. Durch 

alternatives Splicen können vier strukturell und funktionell verschiedene Isoformen des Pro-

teins entstehen, die gewebespezifisch exprimiert werden und auch mit den anderen EGFR-

Mitgliedern in unterschiedlicher Weise agieren (88). Die Arbeitsgruppe von Tvorogov fand 

zudem 9 somatische Mutationen in der HER-4-Kinasedomäne und eine Mutation im zytop-

lasmatischen Teil des HER-4-Rezeptors, die ebenfalls selektive Veränderungen in der Signal-

gebung des Rezeptors bewirken (184).  

 

 

1.5 Liganden der EGFR-Familie  

 

Den vier Rezeptoren der EGFR-Familie stehen ungefähr 30 verschiede Liganden (Polypepti-

de) gegenüber (191). Von diesen Liganden wurden in dieser Arbeit lediglich einige wichtige 

Vertreter näher betrachtet. Die einzelnen Liganden kann man in drei Gruppen unterteilen. 

Die erste Gruppe enthält TGFα und Amphiregulin, die jeweils den HER-1-Rezeptor binden. 

Zur zweiten Gruppe gehören HB-EGF und Epiregulin; sie haben Spezifitäten für den HER-1- 

und den HER-4-Rezeptor. Die dritte Gruppe bilden die Neureguline, die sowohl an den HER-

3- als auch an den HER-4-Repeptor binden können (104, 178).  

Alle Liganden werden zunächst als Membran-gebundene Vorläuferproteine gebildet und an-

schließend durch proteolytische Spaltung in lösliche Polypeptide überführt, die über kurze 

Distanzen wirken und überlappende Rezeptorspezifitäten haben. Sie wirken autokrin auf ihre 

eigene Synthese und parakrin auf die Bildung der anderen Liganden (15, 48, 170, 191). Eben-

so enthalten sie eine konservierte rezeptorbindende Domäne, die der des Epidermal Growth 

Faktors (EGF) gleicht (29, 107).  

In spezifischen Knock-out-Modellen wurde die biologische Funktion dieser Liganden bei der 

Entwicklung und Morphogenese untersucht. Tiere ohne Amphiregulin-Expression zeigten 

keinen signifikanten Phänotyp. Schaltet man das TGFα aus, entwickeln die Tiere Augenano-

malien und eine Fehlverteilung der Haarfollikel. Werden hingegen EGF, Amphiregulin und 

TGFα gleichzeitig ausgeschaltet, bilden die Tiere Anomalien im Dünndarm aus, sind aber vital 

(29, 69, 113). Heregulin- und HB-EGF-Null-Tiere sterben dagegen meist schon im Neonatals-
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tadium, da das Fehlen dieser Liganden zu schweren Herz- und Lungenschäden führt (29, 

128). Epiregulin-defiziente Tiere entwickeln dagegen eine chronische Dermatitis (128). 

Eine Überexpression der einzelnen Liganden führt dagegen in den meisten Fällen zu dysplas-

tischen Veränderungen bis hin zur Ausbildung maligner Tumore, was z. B. auch in TGFα 

transgenen Tiermodellen mit einer Überexpression von TGFα gezeigt werden konnte (13, 

169). In Zelllinien fördert die Zugabe von TGFα die DNA-Synthese, Proliferation und Migrati-

on, sowie die Neovaskularisierung (39, 169). Eine Überexpression von TGFα konnte unter 

anderem auch in Plattenepithel-, Nieren- und Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden 

und korreliert mit einer verringerten Überlebenswahrscheinlichkeit, wenn gleichzeitig noch 

der HER-1-Rezeptor, Amphiregulin oder EGF überexprimiert sind (39, 53, 169). 

Auch Amphiregulin fördert die Proliferation maligner Zellen von Kolon, Brust, Cervix, Prosta-

ta und Pankreas in vitro (191, 204). Im Pankreas kommt es durch eine Amphiregulin-

Überexpression zur erhöhten Proliferation von Gangzellen. Zudem ist mit fortschreitendem 

Tumorstadium eine Umverteilung vom Kern (in normalen Gangzellen) ins Zytoplasma zu 

beobachten (191). Sowohl Amphiregulin als auch HB-EGF haben im Gegensatz zu den ande-

ren Liganden eine Heparinbindungsstelle. Sie können leichter an der Zelloberfläche akkumu-

lieren und durch Bindung an Heparinsulfat-Proteoglykane den HER-1-Rezeptor aktivieren 

(204). HB-EGF ist in humanen Karzinomen von Pankreas, Leber, Ösophagus, Kolon, Magen, 

Ovarium, Blase und in Glioblastomen überexprimiert, wobei die Expression in Ovarialkarzi-

nomen mit einem verringertem Überleben verbunden ist, die Expression in Kolon- und Pank-

reaskarzinomen jedoch eher mit den frühen Tumorstadien assoziiert ist (128). Werden Zel-

len mit HB-EGF transfiziert, wird ihre Proliferation angeregt, die Apoptose vermindert und 

sie durchlaufen eine onkogene Transformation. HB-EGF bestimmt das Migrationsverhalten 

und die Invasion von Zellen und bestimmt damit die Tumoraggressivität, Metastasierung und 

Chemoresistenz (128). Andererseits führt die Expression der membrangebundenen pro-HB-

EGF-Form zu einer Hochregulation von E-Cadherin. Durch eine veränderte Zellmorphologie 

und verringerte Motilität erhöht sich die apoptotische Wirkung von Chemotherapeutika auf 

Zelllinien (192).  

Auch Epiregulin ist in vielen Tumorarten hochreguliert; dazu gehören kolorektale Karzinome, 

Blasen-, Lungen- und Nierenkarzinome sowie pankreatische duktale Adenokarzinome (7, 

113, 209). Dabei scheint Epiregulin eine wichtige Rolle in der Tumorgenese der Karzinome zu 

spielen und wird durch K-ras-Signale aktiviert (7). 

Die Neureguline bilden eine eigenständige Gruppe unter den Mitgliedern der EGF-Familie. Im 

Gegensatz zu den oben besprochenen Liganden können die Neureguline den HER-1-Rezeptor 

nicht direkt binden, sie haben aber eine starke Affinität zu den Rezeptoren HER-3 und HER-4, 
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welche dann wiederum mit HER-1 wechselwirken können (152). Vier Gene (NRG1 – NRG4) 

kodieren die Neuregulinproteine, wobei aus den Genen NRG1 und NRG2 durch alternatives 

Splicen zusätzlich mehrere Isoformen (α und β) entstehen können, die sich in ihrer EGF-

homologen Domäne etwas voneinander unterscheiden. Somit entsteht eine Reihe von Protei-

nen, die sich in ihrer induzierten Rezeptordimerisierung voneinander unterscheiden und 

dadurch verschiedene zelluläre Antworten generieren können (75). Durch die unabhängige 

Entdeckung der einzelnen Mitglieder der Neuregulinfamilie und ihre verschiedenen Funktio-

nen resultieren auch zahlreiche alternative Namen, wie z. B. gp30 (Glykoprotein 30), NDF 

(Neu Differentiation Factor), glial growth factor, Acetylcholinrezeptor inducing activity 

(ARIA) und Hereguline (151). In der nachfolgenden Arbeit wird diese Ligandengruppe ein-

heitlich als Heregulin(e) bezeichnet. Wie auch die anderen Liganden wurden Hereguline in 

einer Reihe von Tumoren, wie z. B. Kolon-, Lungen-, Ovarialkarzinomen oder in Glioblasto-

men in überexprimierter Form vorgefunden (60, 186, 195). In Kolon-, Brust- und Lungenkar-

zinomzellen stimuliert Heregulin die VEGF-Sekretion, wodurch eine verstärkte Angiogenese 

hervorgerufen wird (203).  

Zusätzlich zu den bisher genannten Faktoren wurde in der vorliegenden Arbeit auch Cripto 

untersucht. Dieses Protein wurde aufgrund einer EGF-ähnlichen Domäne zur Gruppe der 

EGF-Familie zugeordnet, was im Verlauf neuerer Untersuchungen teilweise revidiert werden 

musste. Zwar besitzt das Cripto eine Domäne mit sechs Cysteinresten analog der EGF-

Domäne, daran schließt sich aber eine weiter Domäne mit erneut sechs Cysteinresten an, was 

bei den Mitgliedern der EGF-Familie nicht der Fall ist. Aus den ersten sechs Cysteinresten 

werden über Disulfidbrücken insgesamt drei strukturelle Schleifen gebildet, wodurch die 

Funktionalität der Proteine bestimmt wird. Bei Cripto fehlt die erste Schleife und die zweite 

ist etwas kleiner als bei EGF, dadurch ist Cripto nicht in der Lage, an die EGF-Rezeptoren zu 

binden (22, 139). Neben Cripto existieren weitere strukturell ähnliche Proteine in unter-

schiedlichen Spezies. Dazu gehören Xenopus laevis FRL1 (Krallenfrosch), Zebrafisch Oep und 

Maus Cryptic, weshalb diese Proteine unter dem Namen EGF-CFC (Cripto, FRL1, Cryptic) zu-

sammengefasst werden (1, 22, 139, 167). Obwohl Cripto nicht direkt an die EGF-Rezeptoren 

bindet, kann es über verschiedene Adapterproteine mit den HER-Rezeptoren interagieren, z. 

B. über c-Src oder MUC und damit proliferativ wirken. Zusätzlich kann Cripto die Tyrosin-

Phosphorylierung der HER-Rezeptoren erhöhen, den ras-raf-MEK-MAPK-Weg aktivieren und 

durch das Anschalten der PI3-Kinase als Überlebensfaktor fungieren (1, 91). Cripto ist essen-

tiell für die frühe Embryonalentwicklung, die Herzentwicklung und spielt eine wichtige Rolle 

bei der Brustdrüsenentwicklung und Milchproduktion (1, 139). Darüber hinaus verstärkt 

Cripto die Angiogenese, Motilität, Migration und Invasion von Zellen, so dass eine Überex-
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pression in fehlreguliertem oder transformiertem Wachstum resultieren kann (176). Das 

zeigt sich auch in Analysen zahlreicher Tumore. Eine Cripto-Überexpression findet sich in 60 

% der Blasenkarzinome und Lebermetastasen, in über 70 % der Rektum-, Kolon- und Brust-

tumore und sogar in 90 % aller Gallenblasenkarzinome. In den Pankreas-, Magen- und Ovari-

alkarzinomen ist in 43 bis 52 % der Fälle eine Cripto-Überexpression nachgewiesen worden 

(1, 139, 159). In vielen Tumoren ist Cripto dabei mit anderen Wachstumsfaktoren, wie 

Amphiregulin oder Heregulin koexprimiert (176). 
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1.6 Ziel der Arbeit  

 

Die therapeutische Behandlung einer Überexpression der Mitglieder der EGFR-Familie in 

verschiedenen humanen Karzinomen mit dem Ziel der Bekämpfung der Krankheit wird der-

zeit in vielen Arbeitsgruppen und klinischen Studien untersucht. Dabei gibt es einige vielver-

sprechende Ansätze, eine universelle erfolgreiche therapeutische Maßnahme, insbesondere 

für das Pankreaskarzinom konnte bisher jedoch nicht entwickelt werden. Erschwert wird 

dieser Ansatz zusätzlich durch die Tatsache, dass in ca. 90 % aller Pankreaskarzinome eine 

Kras-Mutation vorliegt, wodurch die intrazellulären EGFR-Signalwege bereits konstitutiv 

aktiviert werden. 

In dieser Arbeit sollte die Rolle der Rezeptoren der EGFR-Familie während der Tumorgenese 

des Pankreaskarzinoms bei Vorliegen einer Kras-Mutation näher untersucht werden. Da-

durch sollte der Nutzen bzw. die therapeutische Effizienz einer Beeinflussung der EGF- Re-

zeptoren zur Tumorbekämpfung näher bestimmt werden.  

Hierfür wurden zwei transgene Mausmodelle ausgewählt, das p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-

Mausmodell von Hingorani et al und ein p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell, 

welches in Anlehnung an das Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell aus der 

Arbeitsgruppe um Hingorani entstand (72, 73). In beiden Tiermodellen kommt es zu endoge-

nen pankreasspezifischen Veränderungen, die durch die Kras-Mutation hervorgerufen und in 

dem zweiten Modell durch die zusätzliche p53-Mutation verstärkt werden. Beide Tiermodelle 

sollten hinsichtlich der Auswirkungen ihrer genetischen Modifikationen mittels Kleintier-

MRT-Messungen und histologischer Techniken näher untersucht und miteinander verglichen 

werden. Darüber hinaus sollten die Expressionsprofile der EGF-Rezeptoren HER-1 bis HER-4 

und einiger ausgewählter Wachstumsfaktoren in den einzelnen Stadien der pankreasspezifi-

schen Veränderungen analysiert werden. Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit könnten die 

Anwendung therapeutischer Maßnahmen gegen EGF-Rezeptoren zur erfolgreichen Behand-

lung des Pankreaskarzinoms unterstützen. Aufgrund der hier erhaltenen Expressionsprofile 

von Rezeptoren und Liganden in unterschiedlichen Stadien der Tumorgenese könnte der 

Einsatz von Agenzien gegen Familienmitglieder der EGFR oder gegen Wachstumsfaktoren 

gezielter erfolgen und dadurch das Therapieansprechen der Patienten verbessern.  

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit die Rolle einer Kras-Mutation als zentrales Element in 

der Signaltransduktion der EGF-Rezeptoren näher untersucht werden. Hierzu sollten eine 

Zelllinie aus dem Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell und eine Zelllinie aus dem Pdx-1-cre; 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell von Hingorani et al (73) mit je humanen Zellli-
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nien mit und ohne endogene Kras-Mutation hinsichtlich ihrer Rezeptorexpression analysiert 

werden. Des Weiteren sollte ihr Ansprechen auf verschiedene Wachstumsfaktoren unter-

sucht werden und mittels funktioneller Tests der zelluläre Signalweg näher charakterisiert 

werden. Diese Versuche sollten zusätzlich einen Aufschluss darüber geben, in welcher Weise 

eine konstitutive Kras-Mutation die intrazelluläre Signalgebung der EGF-Rezeptoren beein-

flusst.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

 

2.1.1 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

 
 
Agarose- / SDS-Gelapparatur peqlab, Erlangen 

AlphaImager Biozym, Hessisch Oldenburg 

CO2-Inkubator Heraeus Instruments, Hanau 

Dampfdrucktopf WMF, Geislingen 

Deckgläschen Langenbrinck, Emmendingen 

Einbettkassetten Engelbrecht, Edermünde 

Feinwaage OHAUS, New Jersey 

Fluoreszenzmikroskop Olympus, Hamburg 

Futter und Einstreu Harlan Winkelmann, Borchen  

Glaspipetten ROTH, Karlsruhe 

Heizblock Grant 

Hybond-ECL-Membran GE Healthcare, München 

Isoflurane Vapor 19.3 Drägerwerk AG, Lübeck 

Käfige TECNIPLAST, Hohenpeißenberg 

Kleintier-MRT ClinScan® Bruker, Ettlingen 

Küvetten Eppendorf, Hamburg 

Laminarflowbox Heraeus, Hanau 

Magnetrührer neoLab, Heidelberg 

Mikroskop Zeiss AG, Jena 

Mikrotom Leica, Wetzlar 

Monomixer (Vortexer) IKA Labortechnik, Staufen  

Objektträger ThermoScientific, Schwerte 

Parafilm Pechniney Plastic Packaging, Menasha 

pH-Meter Knick, Berlin 

Photometer Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
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Platten-Photometer BMG Labtech, Offenburg 

PowerPac-Netzgerät Biorad, München 

Reaktionsgefäße (0,2 ml - 2ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Respirationsmodul SA Instruments, Inc., New York 

Schüttler IKA Labortechnik, Staufen  

Semi-dry Blotapparatur Biorad, München 

Serologische Pipetten Sarstedt, Nümbrecht 

Thermocycler Eppendorf, Hamburg / peqlab, Erlangen 

Vakuumpumpe Vacuubrand, Wertheim  

Wärmeschrank Heraeus, Hanau 

Wasserbad GFL, Burgwedel 

Whatmann-Papier Whatmann, Dassel 

Zellkulturplatten (6-Loch; 96- Loch) Greiner, Kremsmünster 

Zellkulturschalen (6 cm; 10cm) Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugen 5415R / 5702R Eppendorf, Hamburg 

Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

 

 

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien 

 
 
Aprotinin Sigma, München 

APS Sigma, München 

Aureon/BSA VectorLabs, Burlingame USA  

Bradford Reagenz Sigma, München 

Bromphenolblau Sigma, München 

BSA (bovines Serumalbumin) PAA, Kölbe 

DAB-Substratkit VectorLabs, Burlingame USA  

Diethylether ROTH, Karlsruhe 

DMSO ROTH, Karlsruhe 

DNA-Ladder Fermentas, St. Leon Rot 

EDTA Merck, Darmstadt 

Eosin Sigma, München 

Ethanol ROTH, Karlsruhe 

Ethidiumbromid ROTH, Karlsruhe 
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Glycerin ROTH, München 

H2O2 Merck, Darmstadt 

Hämatoxylin Sigma, München 

HCl ROTH, Karlsruhe 

HEPES Sigma, München 

Isoflurane DeltaSelect Actavis, Langenfeld 

Isopropanol ROTH, Karlsruhe 

Ketanest Hoechst, Frankfurt am Main 

Leupeptin Sigma, München 

Methanol ROTH, Karlsruhe 

MTT Sigma, München 

Na3VO4 (Na-Orthovanadat) Sigma, München 

Na4P2O7 (Na-Pyrophosphat) Sigma, München 

NaCl ROTH, Karlsruhe 

NaF Sigma, München 

Paraformaldehyd (4,5%) Universitätsapotheke, Greifswald 

PCR-Puffer, MgCl, dNTPs, Taq-Polymerase  PAN-Biotech, Aidenbach 

Pierce ECL Substrat Thermo Scientific, Schwerte 

PMSF Sigma, München 

Protein A-/ Protein G-Sepharose GE Healthcare, München 

Quick-gDNATM MiniPrep-Kit ZymoResearch, Orange, USA 

Rompun Bernburg AG, Bernburg 

SDS ROTH, Karlsruhe 

TEMED ROTH, Karlsruhe 

Tris ROTH, Karlsruhe 

Triton X-100 Sigma, München 

VectaMount VectorLabs, Burlingame USA  

VectaShield VectorLabs, Burlingame USA  

Xylene Cyanol Merck, Darmstadt 

Xylol ROTH, Karlsruhe 

Zitratpuffer (pH 6.0) dakocytomation, Glostrup 

β-Mercaptoethanol ROTH, Karlsruhe 
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2.1.3 Puffer und Lösungen 

 
 
[1x] PBS: NaCl 0,14 M 

 KCl 2,7 mM 

 K2HPO4 (H2O frei) 0,15 mM 

 Na2HPO4 * 2 H2O 7,1 mM 

   

[0,5 M] EDTA: EDTA 93,06 g 

 A. dest 400 ml 

   

[1 M] Tris-HCl: Tris 121,14 g 

 A. dest ad 1l 

   

[2x] Lysepuffer: HEPES (pH 7.5) 100 mM 

 NaCl 300 mM 

 Triton X-100 2% 

 Glycerin 20% 

 EDTA (pH 8.0) 4 mM 

   

[1x] Lysepuffer: [2x] Lysepuffer 50% 

 NaF 10 mM 

 Na4P2O7 5 mM 

 PMSF 1 mM 

 Aprotinin 1 µg/ml 

 Na-Orthovanadat 1 mM 

 Leupeptin 1 µg/ml 

   

[2x] Laemmli: Tris-HCl (pH 6.8) 125 mM 

 SDS 4% 

 Glycerol (50%) 30% 

 Bromphenolblau 0,01% 

 β-Mercaptoethanol 10% 
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7,5% SDS-Trenngel: Tris-HCl (1 M, pH 8.8) 7,5 ml 

 PAA (30%) 5 ml 

 H2O 7,3 ml 

 SDS (10%) 0,1 ml 

 APS (10%) 0,1 ml 

 TEMED 10µl 

   

SDS-Sammelgel: Tris-HCl (1 M, pH 6.8) 1,25 ml 

 PAA (30%) 1 ml 

 H2O 7,6 ml 

 SDS (10%) 0,1 ml 

 APS (10%) 0,05 ml 

 TEMED 10µl 

   

Laufpuffer: Tris 25 mM 

 Glycin 192 mM 

 SDS 0,1% 

   

Transblot-SD: Tris 50 mM 

 Glycin 40 mM 

 SDS 0,375% 

 Methanol 20% 

   

Ponceau-S: Ponceau S 2,3 g 

 TCA (50 %) 40 ml 

 A. dest ad 1l 

   

0,2% NET-Gelatine: NaCl 150 mM 

 EDTA 5 mM 

 Tris-HCl 50 mM 

 Triton X-100 0,05% 

 Gelatine 0,2% 
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[10x] NET-Puffer: NaCl 1,5 M 

 EDTA  50 mM 

 Tris-HCl 0,5 M 

 Triton X-100 0,5% 

   

1% Agarose-Gel: Agarose 2g 

 TAE-Puffer 200 ml 

 Ethidiumbromid 3 µl 

   

DNA-Ladder-Mix: DNA Ladder 100 µl 

 [6x] Ladepuffer 100 µl 

 EB-Puffer 300 µl 

   

[6x] Agarose-Ladepuffer: Bromphenolblau 0,25% 

 Xylene Cyanol 0,25% 

 Glycerol 30% 

 EDTA 5 mM 

   

[10x] TAE-Laufpuffer: Tris 84,4 g 

 EDTA (1M, pH 8.0) 20 ml 

 Essigsäure 11,42 ml 

 A. dest. ad 1l 

 

 

2.1.4 Zelllinien und Kulturmedien 

 

Zelllinien 

 

BxPC3 DMSZ, Braunschweig (179) 

PaTu-8988T DMSZ, Braunschweig (40)  

PDA-6606 David Tuveson, Cambridge UK (73) 

PDA-7265 David Tuveson, Cambridge UK (73) 
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Zellkulturmedien 

 

DMEM GibcoTMInvitrogen, Karlsruhe 

RPMI GibcoTMInvitrogen, Karlsruhe 

Trypsin/EDTA GibcoTMInvitrogen, Karlsruhe 

FCS Pan Biotech, Aidenbach 

 

 

2.1.5 Antikörper, Proteine und Inhibitoren 

 
 
Anti-Amphiregulin (Ziege, polyklonales IgG) Santa Cruz, Heidelberg 

Anti-Cripto (Kaninchen, polyklonales IgG)  abcam, Cambridge 

Anti-Epiregulin (Maus, monoklonales IgG, Klon 

183625) 

RD Systems, Minneapolis 

Anti-ErbB-3 (Kaninchen, polyklonales IgG) und 

               (Maus, monoklonales IgG, Klon RTJ.2) 

Santa Cruz, Heidelberg 

Anti-ErbB-4 (Kaninchen, polyklonales IgG)  Santa Cruz, Heidelberg 

Anti-G3PDH (Kaninchen, polyklonales IgG) Trevigen, Gaithersburg, USA 

Anti-HB-EGF (Maus, monoklonales IgG, Klon 

125923) 

RD Systems, Minneapolis 

Anti-HER-1 (Kaninchen, polyklonales IgG) Calbiochem, Darmstadt 

Anti-HER-2 (Maus, monoklonales IgG, Klon TAB 250) Zymed, San Francisco 

Anti-Ki67 (Maus, monoclonal IgM, Klon PP-67) abcam, Cambridge 

Anti-Neuregulin-1α/β1/2 (Kaninchen, polyklonales 

IgG) 

Santa Cruz, Heidelberg 

Anti-pAkt (Kaninchen, polyklonales IgG) Cell Signaling, Danvers, USA 

Anti-Synaptophysin (Kaninchen, polyklonales IgG) Thermo Scientific, Fremont, USA 

Anti-TGFα (Maus, monoklonales IgG, Klon P/T1) abcam, Cambridge 

Anti-α-Amylase (Kaninchen, polyklonales IgG) Santa Cruz, Heidelberg 

CyTM3 (Ziege-anti-Kaninchen IgG) Amersham, München 

CyTM3 (Ziege-anti-Maus IgG) Amersham, München 

ECLTM-Esel-anti-Kaninchen IgG GE Healthcare, München 

ECLTM-Schaf-anti-Maus IgG GE Healthcare, München 

Epidermal Growth Faktor-rekombinantes Protein Oncogene, Boston, USA 
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Fluorescein (DTAF, Ziege-anti-Kaninchen IgG) Amersham, München 

Fluorescein (FITC, Schaf-anti-Maus IgG) Amersham, München 

Heregulin β1-rekombinantes Protein Thermo Scientific, Fremont, USA 

HRP-konjugiertes Kaninchen-anti-Ziege IgG abcam, Cambridge 

Ly 294002 (PI3Kinase-Inhibitor) Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA 

MEK 1/2-Inhibitor (U0126) SA Biosciences, Frederick, USA 

Wortmannin (PI3Kinase-Inhibitor) Sigma, München 

 

 

2.1.6 Tierstämme 

 
 
[C57BL/6] - p48+/cre Roland Schmid, Technische Universität 

München (5) 

[C57BL/6] - LSL-KrasG12D (01XJ6) National Cancer Institute, Frederick, USA 

[129 S4/SvJae] - LSL-Trp53 R172H (01XM2) National Cancer Institute, Frederick, USA 

 

 

2.1.7 Primer 

 
 
TG-LoxP-Kras-S  5’- AGC TAG CCA CCA TGG CTT GAG TAA GTC TGC A- 3’ 

TG-LoxP-Kras-AS  5’- CCT TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA- 3’ 

  

Cre-S  5’- GTC CAA TTT ACT GAC CGT ACA CCA A- 3’ 

p48-AS  5’- CCT CGA AGG CGT CGT TGA TGG ACT GCA- 3’ 

  

p53-T036-S  5’- AGC TAG CCA CCA TGG CTT GAG TAA GTC TGC A- 3’ 

p53-T035n-AS  5’- CTT GGA GAC ATA GCC ACA CTG- 3’ 

p53-T037-S  5’- TTA CAC ATC CAG CCT CTG TGG- 3’ 
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2.1.8 Software 

 
 
AlphaEase FC Alpha Innotech, Santa Clara, USA 

DikomWorks inviweb; Philippe PUECH, Loic BOUSSEL 

MIPAV Center for Information Technology, Bethesda, Maryland, USA 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Kultivierung der Zellen 

 
Alle Zellkulturarbeiten wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe S1 unter sterilen Bedin-

gungen an einer Laminar-Flow-Werkbank durchgeführt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte 

in 10 cm Zellkulturschalen in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luft-

feuchtigkeit. Die Zellen wurden passagiert, wenn der Zellrasen eine optische Dichte von 80% 

Konfluenz erreichte. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml [1x] PBS gewa-

schen und anschließend mit 1 ml [2x] Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert, bis mikroskopisch 

ein Abrunden der Zellen zu sehen war. Die Zellsuspension wurde in 5 ml Medium aufgenom-

men und zentrifugiert (2 min, 21°C, 1000 rpm). Der Überstand wurde abgesaugt und das 

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Für eine Subkultivierung wurden die Zellen in 

einer entsprechenden Zelldichte in neuen Zellkulturschalen ausgesät. 

 

 

2.2.2 Stimulation und Inhibition der Zellen 

 
Die Zellen wurden in einer entsprechenden Zelldichte in 6-Loch-Platten ausgesät und über 

Nacht im Brutschrank (37°C; 5% CO2) inkubiert, um eine Anheftung der Zellen an die Zellkul-

turplatten zu gewährleisten. Anschließend wurde der Zellrasen zwei Mal mit [1x] PBS gewa-

schen und für 72 h mit Medium ohne FCS inkubiert (37°C; 5% CO2). Danach wurde das Medi-

um vollständig abgesaugt und die Zellen mit Medium ohne FCS mit 100 ng Heregulin-β bzw. 

100 ng EGF für 5 min bei 37°C, 5% CO2 stimuliert.  

Zur Inhibition der durch HRG- und EGF-stimulierten Signaltransduktion wurden die Zellen 

vorbehandelt. Wortmannin, ein PI3-Kinase-Inhibitor wurde in einer Konzentration von 5 µM 

fc und der MEK 1/2-Inhibitor U0126 in einer Konzentration von 20 µM fc jeweils zwei Stun-

den vor der Stimulation auf die Zellen gegeben. LY 94002, ebenfalls ein PI3-Kinase-Inhibitor, 

wurde eine Stunde vor der Zellstimulation in einer Endkonzentration von 30 µM auf die Zel-

len gegeben. Anschließend wurde der Überstand in den einzelnen Löchern abgesaugt, die 

Zellen durch Zugabe von 200 µl Lysepuffer pro Loch lysiert und die Proteine extrahiert (siehe 

Punkt 2.2.5). 
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2.2.3 MTT-Wachstumstest 

 
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromid] ist ein gelber wasserlös-

licher Farbstoff, welcher durch Dehydrogenasen in den Mitochondrien vitaler Zellen in blaue 

wasserunlösliche Formazan-Kristalle umgewandelt wird. Durch die Behandlung mit HCl-

Isopropanol werden die Zellen lysiert und die Formazan-Kristalle freigesetzt. Die so entste-

hende Farbintensität kann photometrisch bestimmt werden und ist der Anzahl der lebenden 

Zellen proportional (49, 142). 

In einer sterilen 24-Loch-Zellkulturplatte wurden 8.000 Zellen pro Loch in 500 µl FCS-

haltigem Medium ausgesät und bei 37°C, 5 % CO2 über Nacht inkubiert. Nach Anheftung der 

Zellen an den Plattenboden wurden die Zellen mit [1x] PBS gewaschen und in Medium ohne 

FCS inkubiert. Als Stimulanzien wurden einzelnen Zellen die Wachstumsfaktoren EGF (100 

ng fc) oder β-Heregulin (100 ng fc) zugefügt. Nach jeweils 0, 2, 4 und 6 Tagen wurden die 

Zellen für 2 h bei 37°C, 5% CO2 mit 100 µl MTT (2,5 mg/ml) inkubiert. Anschließend wurde 

der Überstand abgenommen, die Zellen mit 400 µl HCl-Isopropanol lysiert (30 min, RT, im 

Dunkeln) und die optische Dichte bei 570 nm im Platten-Photometer gemessen.  

 

 

2.2.4 Wundheilungs-Test 

 
Die einzelnen Zelllinien wurden in 6-Loch-Platten ausgesät und bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert 

und per Lichtmikroskop begutachtet bis eine Konfluenz von ca. 70 % erreicht wurde. Im Fol-

genden wurden die Zellen zur Inhibition der Zellproliferation mit 10µg/ml Mitomycin C für 

2 h bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert und anschließend mit Hilfe einer Pipettenspitze eine Kratz-

wunde (scratch) durch den Zellrasen gezogen. Danach wurden die Zellen zwei Mal mit [1x] 

PBS gewaschen, um die abgelösten Zellen zu entfernen. Die Zellen wurden mit Medium ohne 

FCS und 100 ng EGF bzw. 100 ng HRG-β1 weiter inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, wel-

che in Medium ohne FCS und ohne Wachstumsfaktoren inkubiert wurden. Zu festgelegten 

Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h) wurden die Zellen mikroskopiert und fotografiert. Um zu ge-

währleisten, dass immer derselbe Bereich im Zellrasen beobachtet wird, wurde die fotogra-

fierte Stelle auf der 6-Loch-Platte markiert. Die Fotos wurden mit der TScratch-Software aus-

gewertet (55). 
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2.2.5 Proteinbiochemische Methoden 

 

Präparation von Proteinextrakten aus adhärenten Zellen 

 
Der Zellrasen wurde mit 5 ml [1x] PBS gewaschen, mit 400 µl Lysepuffer versetzt und 10 min 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels eines Zellschabers geerntet, in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (15 min, 4°C, 13.000 rpm). Der Überstand 

wurde abgenommen, in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C eingefroren. 

 

 

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

 
Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde kolorimetrisch mit der Bradford-Methode be-

stimmt. Dazu wurden 2 µl der Probenlösung in 98 µl A. dest. aufgenommen und mit 900 µl 

Bradford-Lösung versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Extinktion bei 

595 nm Wellenlänge photometrisch gemessen. Als Standard diente eine mit 1-20 µg BSA er-

stellte Eichkurve, als Leerwert 100 µl A. dest. 

 

 

2.2.6 Immunpräzipitation 

 
Für die Immunpräzipitation wurden zunächst 500 µl Zelllysat (1 mg/ml) mit 3 µl des jeweili-

gen Antikörpers vermischt und bei 4°C über Nacht schüttelnd inkubiert. Anschließend wer-

den je 20 µl Protein A-Sepharose und Protein G-Sepharose hinzugefügt und die Lösung erneut 

bei 4°C für 2 Stunden auf dem Schüttler inkubiert. Nach der Zentrifugation (1000 g, 30 sec, 

4°C) wird der Überstand verworfen und das Pellet 4 x mit [1x] PBS gewaschen (1000g, 30 

sec, 4°C). Anschließend wird das Pellet in 100 µl [2x] Laemmli-β-Mercaptoethanol resuspen-

diert und 5 min bei 95°C erhitzt. 

 

  



Material und Methoden 

 

34 
 

2.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 
Mit Hilfe dieser Methode können Proteine aufgrund ihres Molekulargewichtes in einem SDS-

Polyacryamidgel aufgetrennt werden. Für die Elektrophorese wurden die Proben 1:1 mit 

Laemmli-Puffer gemischt, bei 95°C für 5 min erhitzt und aufgetragen. Als Größenstandard 

wurden 4 µl eines vorgefärbten Proteinmarkers von Fermentas mitgeführt. Die Elektropho-

rese erfolgte bei einer Stromstärke von 10-20 mA pro Gel bis die Lauffront den unteren Gel-

rand erreicht hatte. 

 
 

2.2.8 Western Blot 

 
Zur Detektion wurden die Proteine nach der Gelelektrophorese mittels Elektrotransfer im 

Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-ECL-Membran) übertragen. 

Dazu wurden zunächst das Whatmann-Filterpapier, die Nitrozellulosemembran und das SDS-

Gel in SDS-Transblotpuffer für 5 min äquilibriert und anschließend auf die Blotapparatur 

gelegt (drei Lagen Whatmann-Filterpapier, eine Nitrozellulosemembran, das Elektrophore-

segel, drei Lagen Whatmann-Filterpapier). Das Blotten erfolgte bei einer Stromstärke von 2,5 

mA/cm² Gelfläche für 1 h. 

Die Transfereffizienz der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde durch eine Ponceau-

S-Färbung der Membran überprüft. Nach dem Entfärben der Membran mit A. dest wurde die 

Membran für 2 h bei RT mit 0,2 % NET-Gelatine-Puffer zur Blockierung der unspezifischen 

Bindungsstellen behandelt. Anschließend wurde die Membran über Nacht bei 4°C mit dem 

Primärantikörper (1:1000 in 0,2 % NET-Gelatine) inkubiert. Die ungebundenen Antikörper 

wurden durch einen Waschschritt entfernt (3 x 5 min, [1x] NET-Puffer) und die Membran mit 

dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert (1,5 h bei RT). 

Nach dem Waschen mit [1x] NET-Puffer (3 x 5 min) wurde die Proteinmembran mit einem 

ECL-Substrat behandelt, welches durch die Peroxidasereaktion luminesziert. Die Detektion 

der entstehenden Chemilumineszenz erfolgte in einem Photoimager (AlphaInnotech), die 

quantitative Auswertung der Blots mit Hilfe der AlphaEase Software. 
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2.2.9 Tierexperimentelle Methoden 

 

Verpaarung und Haltung der Versuchstiere  

 
Die Tiere wurden gemäß den tierschutzrechtlichen Bestimmungen an eine artgerechte Tier-

haltung in unserem Tierstall in Standard-Käfigen bei Raumtemperatur und einem geregelten 

12/12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Die transgenen Nachkommen einer Zucht wur-

den genotypisiert und anschließend für die Verpaarung bzw. die Tierversuche verwendet. Die 

Generierung der Tiere für die Tumormodelle erfolgte aus der Verpaarung der einzelnen 

transgenen Linien. Dazu wurden Tiere mit einer p48+/cre-Modifikation mit LSL-KrasG12D-

transgenen Tieren verpaart und Nachkommen, welche beide Merkmale aufwiesen, selektiert. 

Für das zweite Tumormodell wurden zunächst LSL-Trp53R172H/+-Mäuse mit LSL-KrasG12D-

transgenen Tieren verpaart und die Nachkommen, welche beide genetischen Merkmale ent-

hielten, wurden anschließend mit p48+/cre-transgenen Tieren verpaart. Für die anschließen-

den Untersuchungen wurden diejenigen Tiere ausgewählt, welche alle drei Merkmale in sich 

vereinten.  

 

 

Genotypisierung der Versuchstiere 

 
Da es sich bei allen Mauslinien um heterozygote transgene Tiere handelte, war eine Genotypi-

sierung der Tiere unerlässlich. Den Tieren wurden  5 mm der Schwanzspitze entfernt, mit 

dem Quick-gDNATM MiniPrep-Kit der Firma Zymogen genomische DNA daraus generiert und 

diese anschließend mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht. Dazu wurde 

die DNA mit PCR-Puffer; A. dest.; MgCl; dNTPs; den Primern (3´-5´/5´-3´) und Taq-

Polymerase gemischt und im Thermocycler mit dem entsprechenden PCR-Programm verviel-

fältigt. Anschließend wurden die Proben im Verhältnis 1:6 mit Probenpuffer versetzt und im 

Agarosegel bei 70 V und 140 mA ca. 45 Minuten aufgetrennt. Als Größenmarker diente ein 

DNA-Ladder-Mix von Fermentas. Durch Bestrahlung mit einer UV-Lampe wurden die DNA-

Banden optisch sichtbar und konnten über einen Größenabgleich dem entsprechenden Geno-

typ zugeordnet werden. 
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PCR-Programm für p48+/cre 
 

initiale Denaturierung 94°C 3 min  

    

Denaturierung 94°C 30 sec  

Annealing 59°C 30 sec 40 Zyklen 

Elongation 72°C 70 sec  

    

finale Elongation 72°C 10 min  

 

 

PCR-Programm für LSL-KrasG12D und LSL-Trp53R172H/+ 

 
initiale Denaturierung 94°C 3 min  

    

Denaturierung 94°C 30 sec  

Annealing 60°C 30 sec 40 Zyklen 

Elongation 72°C 60 sec  

    

finale Elongation 72°C 5 min  

 

 

Organentnahme und Probenaufarbeitung 

 
Die Tiere mit dem p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Hintergrund wurden zu definierten Zeitpunkten mit 

einem Alter von zwei bis zwölf Monaten (je Zeitpunkt 5 Tiere) getötet. Tiere mit dem geneti-

schen Hintergrund p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+ wurden getötet, wenn in der Un-

tersuchung im Kleintier-MRT ein solider Tumor zu erkennen war. Als Kontrolltiere wurden 

Mäuse mit einem LSL-KrasG12D/+ verwendet, welches durch die nicht vorhandene p48+/cre-

Rekombinase inaktiv war (je Zeitpunkt 3 Tiere). 

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketamin/Rompun/PBS (10 µl/g 

Körpergewicht) betäubt und anschließend unter Einhaltung der tierschutzrechtlichen Be-

stimmungen getötet. Das Abdomen wurde geöffnet, das Pankreas entnommen und in [1x] 

PBS gespült. Das Gewebe wurde in Einbettkassetten gefüllt, in einer 4,5 %-haltigen Para-

formaldehydlösung für 24 h bei 4°C fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. Die in 

Paraffin eingebetteten Organe wurden für 2 h bei -20°C gekühlt und mit einem Mikrotom 1-2 

µm dicke Gewebeschnitte angefertigt. In einem 40°C warmen Wasserbad wurden die Schnitte 

gestreckt, auf Polysine beschichtete Objektträger gezogen und anschließend bei 37°C über 

Nacht getrocknet. 
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2.2.10 Untersuchung der Versuchstiere im Kleintier-MRT 

 
Um die endogenen Veränderungen, welche durch die KrasG12D- und die p53-Mutation indu-

ziert wurden zu analysieren, wurden insgesamt 51 Tiere im Kleintier-MRT untersucht. Die 

Tiere wurden über eine Inhalationsanästhesie mit Isofluran betäubt und anschließend in 

einem 7-Teslar-Kleintier-MRT untersucht. Jedes Tier wurde koronar und transversal T2-

gewichtet gescannt. Während der Messungen wurden die Tiere über eine Zuleitung weiterhin 

mit Isofluran betäubt und die Atmung über ein Respirationsmodul kontrolliert. Die Auswer-

tung der Messungen erfolgte mit den Softwareprogrammen Syngo MR B15 (Siemens), Di-

komWorks (inviweb) und MIPAV (Center for Information Technology, Bethesda, USA). 

 

 

2.2.11 Histologische Methoden 

 
Immunhistochemische Färbung der Paraffinschnitte  

 
Die Pankreasschnitte wurden zunächst deparaffiniert (3 x [3 min 100 % Xylol; 3 min 100 % 

Methanol]), rehydratisiert (5 min 100 % Ethanol; 5 min 95 % Ethanol; 5 min 70 % Ethanol) 

und 5 min in [1x] PBS gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte 10 Minuten 

in Citratpuffer (20 mM, pH6) im Dampfdrucktopf gekocht und anschließend 10 Minuten in 

kaltem Wasser abgekühlt. Mit einem Fettstift wurden die Geweberänder auf den Objektträ-

gern umrundet. Zur Reduzierung der gewebeeigenen Peroxidasen wurde das Gewebe mit 

einer 3 %-igen H2O2-Lösung für 10 Minuten bei RT behandelt, anschließend 3 x mit [1x] PBS 

gewaschen und dann zur Blockierung der unspezifischen Bindungen mit 1 %-igem Aureon-

BSA behandelt (1 h, RT). Die Schnitte wurden mit 100 µl des Primärantikörpers (1:100 ver-

dünnt) bei 4°C über Nacht inkubiert. Nach einem Waschschritt (3 x 5 min mit [1x] PBS) er-

folgte die Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppeltem Sekundärantikörper 

in einer 1:200-Verdünnung für 1,5 h bei RT. Die Schnitte wurden gewaschen (3 x 5 min mit 

[1x] PBS), für 20 Minuten mit DAB-Substrat behandelt und anschließend noch einmal gewa-

schen (3 x 5 min mit [1x] PBS). Danach wurden die Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt.  
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Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

 
Die HE-Färbung dient der Differenzierung des Gewebes, wobei mittels Hämatoxylin die baso-

philen Strukturen (insbesondere die Zellkerne) blau und durch das Eosin die azidophilen 

Strukturen (vor allem die Zellplasmaproteine) rot gefärbt werden.  

Die Schnitte wurden zunächst für 45 Sekunden in der Hämatoxylinlösung inkubiert und an-

schließend 5 Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut. Nach einem Bad in der Eo-

sinlösung (30 sec) wurden die Gewebeschnitte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe de-

hydriert (1 min 75 % Ethanol; 1 min 95% Ethanol; 1 min 100 % Ethanol) und für drei Minu-

ten in Xylol geklärt. Anschließend wurden die Pankreasschnitte mit VectaMount eingedeckelt 

und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Auswertung der Präparate erfolgte am Durch-

lichtmikroskop der Firma Zeiss. 

 

 

Immunfluoreszenzfärbung der Paraffinschnitte  

 
Die Pankreasschnitte wurden wie bei der immunhistochemischen Färbung deparaffiniert, 

rehydratisiert, gewaschen und gekocht. Anschließend wurde das Gewebe mit 1 %-igem Au-

reon-BSA inkubiert (1 h, RT). Die Schnitte wurden mit 100 µl des 1:100 verdünnten Primär-

antikörpers behandelt (4°C, über Nacht). Das Gewebe wurde gewaschen (3 x 5 min mit [1x] 

PBS) und mit dem entsprechenden Fluoreszenz-gekoppeltem Sekundärantikörper in einer 

1:200-Verdünnung für 1,5 h bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden gewaschen (3 x 5 min mit 

[1x] PBS), für 30 Sekunden mit einer DAPI-Lösung (1:10.000 in A. dest.) inkubiert und an-

schließend noch einmal gewaschen (3 x 5 min mit [1x] PBS). Danach wurden die Schnitte mit 

VectaShield eingedeckelt und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Rolle der EGFR-Familie in Pankreaskarzinomzelllinien 

 

3.1.1 Expressionsanalyse der EGFR-Familie in verschiedenen Pankreas-

karzinomzelllinien 

 

Es wurden zunächst vier Pankreaskarzinomzelllinien ausgewählt und mittels Western Blot 

hinsichtlich der Expression der einzelnen Mitglieder der EGFR-Familie untersucht (Abb. 7a-

d). Die Zelllinie PDA-6606 stammt aus dem Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell von Hingo-

rani et al; die Zelllinie PDA-7265 aus dem Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-

Mausmodell von Hingorani et al (73). PaTu-8988T ist eine humane Pankreaskarzinomzellli-

nie und enthält eine Kras-Mutation [GGT  GTT] (34). Die Zelllinie BxPC3 stammt ebenfalls 

aus einem humanen Pankreaskarzinom; sie enthält keine Kras-Mutation (127).  

 
 

    
Abb. 7a: Expression von HER-1 Abb. 7b: Expression von HER-2 
 

    
Abb. 7c: Expression von HER-3 Abb. 7d: Expression von HER-4 

Abb. 7a-d: Expression der EGF-Rezeptoren in verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien  
(1) PaTu-8988T, (2) PDA-6606, (3) PDA-7265, (4) BxPC3. Die Zellen wurden lysiert, je Spur 20µg Protein 
aufgetragen und mittels SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western-Blot wurden die Membranen mit An-
tikörpern gegen die Rezeptoren HER-1 bis HER-4 inkubiert. Die nachfolgende Inkubation der Membranen 
mit GAPDH diente als Ladungskontrolle.   

 

 

Die Rezeptoren HER-2, HER-3 und HER-4 wurden sowohl in den humanen als auch in den 

murinen Zelllinien nachgewiesen. Der HER-1-Rezeptor dagegen konnte zwar in den humanen 
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Zelllinien PaTu-8988T und BxPC3 detektiert werden, in der Zelllinie PDA-6606 war er aber 

nur sehr schwach und in der Zelllinie PDA-7265 kaum detektierbar. Da in allen vier der aus-

gesuchten Zelllinien die verschiedenen Mitglieder der EGFR-Familie im Western Blot nach-

weisbar waren, konnte im Folgendenden das Verhalten dieser Zellen gegenüber einzelnen 

Wachstumsfaktoren getestet werden.  

 

 

3.1.2 Untersuchung der Proliferationseigenschaften einzelner Pankreas-

karzinomzelllinien  

 

Zunächst wurde mittels MTT-Wachstumstest am Beispiel der Liganden EGF und Heregulin-

β1 der Einfluss auf die Zellproliferation analysiert. Dazu wurden die Zellen in einer 24-Loch-

Zellkulturplatte mit je 100 ng fc EGF bzw. Heregulin-β1 in Medium ohne FCS über mehrere 

Tage inkubiert und über eine Farbreaktion des MTT die Zunahme der vitalen Zellen photo-

metrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Abb. 8 und Abb. 9 grafisch ausgewertet.  

 

 

 

Abb. 8: Untersuchung der unstimulierten Zellen mittels MTT-Wachstumstest 
Der Messwert der optischen Dichte der ausgesäten Zellen wurde auf 1 gesetzt, die  
Werte nach 4 Tagen wurden anhand der gemessenen optischen Dichte als x-fache  
Induktion dazu berechnet. *P<0,001 (Mann-Whitney-Test), (n = 12) 

 

 

In den FCS-frei kultivierten Zellen gibt es einen signifikanten Unterschied (P<0,001) im Zell-

wachstum zwischen den Kras-Wildtyp-Zellen BxPC3 und den Kras-mutierten Zelllinien PDA-

6606, PDA-7265 und PaTu-8988T. Während die Zellzahl in den Kras-mutierten Zelllinien 
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stagniert (PDA-7265, PaTu-8988T) bzw. um 40 % abnimmt (PDA-6606), kommt es in der 

Wildtyp-Zelllinie zu einer Zunahme der Zellzahl um 72 % (Abb. 8).  

Die Zellproliferation nach Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und HRG-β1 zeigt dagegen ein 

umgekehrtes Bild (Abb. 9a-b). 

 

 

  

Abb. 9a: Stimulation mit 100 ng fc EGF Abb. 9b: Stimulation mit 100 ng fc HRG-β1 

Abb. 9a-b: Induktion der Zellproliferation nach Stimulation mit EGF und HRG-β1 
Mittels MTT-Assay wurde die optische Dichte der einzelnen Zellen gemessen. Der Messwert der un-
behandelten Zellen wurde auf 1 gesetzt, die Werte der stimulierten Zellen wurden als x-fache Induktion in 
Relation dazu berechnet. Die zuvor gehungerten Zellen wurden jeweils mit 100ng fc der Liganden EGF 
und HRG-β1 inkubiert. Der hier dargestellte Zeitpunkt entspricht den Messwerten nach 4 Tagen.  
*P<0,001 (Mann-Whitney-Test), (n = 12) 

 

 

In den Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 aus den Maus-Tumormodellen stimulierte der 

Wachstumsfaktor EGF die Zunahme der Zellzahl auf das 13-fache (PDA-6606) bzw. sogar das 

78-fache (PDA-7265) der eingesetzten Zellzahl. Heregulin-β1 hatte in derselben Konzentrati-

on auf die murinen Zellen nahezu den gleichen Effekt wie EGF. In der humanen Kras-

mutierten Zelllinie PaTu-8988T stieg die Zellzahl durch die EGF-Zugabe auf das 50-fache der 

Ausgangszellzahl. HRG-β1 hatte einen noch stärkeren Effekt; hier konnte nach vier Tagen das 

74-fache der Ausgangszellzahl gemessen werden. Die Kras-Wildtyp-Zelllinie BxPC3 dagegen 

steigerte die Anzahl ihrer Zellen nur auf das 3,4-fache der eingesetzten Zellzahl nach Stimula-

tion mit EGF und erreichte das 4-fache nach Stimulation mit HRG-β1. Die Zellproliferation der 

Kras-mutierten Zelllinien PDA-6606, PDA-7265 und PaTu-8988T wurde durch die Liganden 

Heregulin-β1 und EGF also signifikant stärker (*P<0,001), angeregt als in der Wildtyp-

Zelllinie BxPC3.  
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3.1.3 Untersuchung der Migrationseigenschaften einzelner Pankreas-

karzinomzelllinien 

 

Um den Einfluss der Stimulation mit EGF und HRG auf das Migrationsverhalten der hier ver-

wendeten Zellen zu analysieren, wurden die einzelnen Zelllinien im Wundheilungs-Test 

(Scratch-Assay) untersucht. Das Wachstum der Zellen wurde dabei über mehrere Tage beo-

bachtet und fotografisch festgehalten. Dabei wurden die einzelnen beobachteten Stellen mar-

kiert, um zu gewährleisten, dass jeweils dieselbe Stelle untersucht wurde. In den Abb. 10a-f 

ist der Verlauf der Wundheilung in den PDA-6606 Zellen exemplarisch zu sehen. Während die 

Wunde in den unbehandelten Zellen nach 48 h immer noch weit geöffnet war, sind in den mit 

HRG-β1 und EGF stimulierten Ansätzen bereits zahlreiche Zellen in den Wundspalt migriert 

und haben die Wunde fast vollständig verschlossen. Diesen Verlauf konnte man in den Zellli-

nien PDA-7265, PaTu-8988T und BxPC3 gleichermaßen beobachten.  

 

 

   
Abb. 10a: ohne FCS 0h  Abb. 10b: + 100ng fc EGF 0h  Abb. 10c: + 100ng fc HRG-β1 0h 

 

   
Abb. 10d: ohne FCS 48 h Abb. 10e: + 100ng fc EGF 48h Abb. 10f: + 100ng fc HRG-β1 48h 

Abb. 10a-f: Kratzwunde in unstimulierten und stimulierten PDA-6606 Zellen nach 0h und 48 h  
Mittels einer Pipettenspitze wurde dem zuvor geschlossenen Zellrasen eine Kratzwunde zugefügt und der 
Verlauf der Zellmigration in den Spalt über mehrere Tage beobachtet. Dabei wurde zusätzlich der stimu-
lierende Einfluss der Liganden EGF und HRG-β1 auf die Migrationsgeschwindigkeit untersucht. Um eine 
Verfälschung der Ergebnisse durch Zellteilung zu unterbinden wurden die Zellen zuvor mit Mitomycin C 
behandelt.  
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Die Auswertung der Fotos erfolgte mit der Software TScratch, die den prozentualen Flächen-

anteil des offenen Spaltes im Zellrasen berechnet (55). Die erhaltenen Daten wurden grafisch 

ausgewertet, um den Verlauf der Zellmigration in die Kratzwunde für die einzelnen Zelllinien 

zu dokumentieren (siehe Abb. 11 und Abb. 12a-b). Dabei wurde der Null-Stunden-Wert auf 0 

% gesetzt und die restlichen Werte in Relation dazu berechnet.  

 

 

 

Abb. 11: Migration der unstimulierten Zellen in die Kratzwunde in % 
Abgebildet ist der prozentuale Anteil der durch Migration geschlossenen  
Spaltfläche nach 24h ohne Anwesenheit von FCS bzw. EGF oder HRG-β1. 
*P<0,05, **P<0,01 (t-Test), (n = 3) 
 

 

 

Die Ergebnisse der Migrationsversuche in unstimulierten Zellen sind vergleichbar mit den 

Ergebnissen aus den Proliferationsversuchen. Auch hier gibt es einen Unterschied im Verhal-

ten zwischen Zellen mit einer Kras-Mutation und den Kras-Wildtyp-Zellen BxPC3. Die Wild-

typ-Zellen waren nach 24 Stunden durchschnittlich 16 % mehr in den Spalt migriert als die 

Kras-mutierten PaTu-8988T-Zellen; 22 % mehr als PDA-7265-Zellen und sogar 28 % mehr 

als PDA-6606-Zellen.  

Vergleichend dazu wurde die Migration der Zelllinien nach Zugabe von jeweils 100 ng fc der 

Wachstumsfaktoren EGF und Heregulin-β1 analysiert. Dazu wurde der Flächenanteil in den 

unstimulierten Zellen auf den Wert 1 gesetzt und die Werte der stimulierten Zellen als x-

fache Zellmigration in Relation dazu berechnet. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abb. 

12a und b dargestellt. 

Im Migrationsverhalten zwischen den Kras-Wildtyp-Zellen BxPC3 und der humanen Kras-

mutierten PaTu-8988T-Zelle konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die 
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Kras-mutierten Zelllinien aus den Maus-Tumormodellen dagegen migrierten nach Liganden-

zugabe 7,5-fach (PDA-6606) bzw. 3-fach bis 3,5-fach (PDA-7265) mehr in die Kratzwunde als 

die unstimulierten Zellen und im Fall der PDA-6606-Zelllinie auch deutlich stärker als die 

Wildtyp-Zelle BxPC3. Anders als bei der Proliferation hatten die Liganden EGF und HRG-β1 in 

der Stimulation der Migration den größten Effekt auf die Zelllinie PDA-6606 und einen nicht 

so starken Einfluss auf die Zelllinien PDA-7265 und PaTu-8988T. 

 

 

  
Abb. 12a: Stimulation mit 100 ng fc EGF Abb. 12b: Stimulation mit 100 ng fc HRG-β1 

Abb. 12a-b: x-fache Migration der unstimulierten Zellen in die Kratzwunde nach Zugabe von EGF 
        und HRG-β1 
Abgebildet ist der x-fache Flächenanteil, den die migrierten Zellen nach 48h und nach Zugabe von je 
100ng fc EGF bzw. HRG-β1 bilden. Der Flächenanteil der unstimulierten Zellen wurde auf den Wert 1 
gesetzt, die Flächenanteile der stimulierten Zellen wurden in Relation dazu berechnet. 

 

 

Diese unterschiedlichen stimulatorischen Effekte der Liganden EGF und HRG-β1 auf die Zell-

proliferation und die zelluläre Migration lassen auf eine unterschiedliche intrazelluläre Sig-

naltransduktion nach der Ligandenbindung schließen. Um diese Unterschiede näher zu cha-

rakterisieren wurden die folgenden Versuche durchgeführt.   

 

 

3.1.4 Untersuchung der intrazellulären Signaltransduktion nach EGF und 

Heregulin-β1 Stimulation 

 

Die intrazelluläre Signaltransduktion nach Stimulation mit den Liganden EGF und HRG-β1 

sollte näher untersucht werden, um die Unterschiede zwischen den Kras-mutierten Zelllinien 

PDA-6606, PDA-7265 und PaTu-8988T und den Kras-Wildtyp-Zellen BxPC3 zu analysieren. 

EGF hat eine sehr starke Affinität zum HER-1-Rezeptor, HRG-β1 dagegen bevorzugt die Bin-
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dung an den HER-3-Rezeptor (141, 166). Zunächst wurde die Tyrosinphosphorylierung die-

ser beiden Rezeptoren im Western Blot analysiert (Abb. 13 und 14). Dazu wurden die Zellli-

nien mit EGF bzw. HRG-β1 stimuliert und die Lysate anschließend mit einem HER-1- bzw. 

HER-3-Antikörper immunpräzipitiert.  

 

 

 

Abb. 13: Messung der Tyrosinphosphorylierung von HER-1 im Western Blot nach Zugabe von  
 100 ng fc EGF  
Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und mit dem HER-1-Antikörper immunpräzipitiert, je Spur 
20µg Protein aufgetragen und mittels SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western-Blot wurde die Memb-
ran mit einem Phosphotyrosin-Antikörper inkubiert. 
 

 

Dabei stimulierte EGF die Phosphorylierung der HER-1-Rezeptortyrosinreste in den Zellli-

nien BxPC3 und PaTu-8988T sehr stark und in der Zelllinie PDA-6606 gering. In der PDA-

7265-Zelllinie konnte keine Tyrosinphosphorylierung des HER-1-Rezeptors nachgewiesen 

werden, was sicherlich aber mit der sehr gering nachweisbaren Expression dieses Rezeptors 

einhergeht. 

 

 

 

Abb. 14: Messung der Tyrosinphosphorylierung von HER-3 im Western Blot nach Zugabe von  
 100 ng fc EGF bzw. HRG-β1 
Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und mit dem HER-3-Antikörper immunpräzipitiert, je Spur 
20µg Protein aufgetragen und mittels SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western-Blot wurde die Memb-
ran mit einem Phosphotyrosin-Antikörper inkubiert. 
 

 

Die Stimulation der Zellen PDA-6606 und PDA-7265 mit HRG-β1 konnte beim HER-3-

Rezeptor keine Tyrosinphosphorylierung induzieren, eine Stimulation mit EGF dagegen führ-

te zu einer Phosphorylierung der Tyrosinreste des HER-3-Rezeptors in beiden Zelllinien. In 

+ HRG + EGF + HRG + EGF - - 
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den Zelllinien PaTu-8988T und BxPC3 stimulierte HRG-β1 die Phosphorylierung der HER-3-

Rezeptortyrosinreste, EGF hatte in diesen Zelllinien keinen Stimulationseffekt auf den HER-3-

Rezeptor. 

 

Weiterhin wurde mittels Western Blot die Induktion der Phosphorylierung der Serin/ Threo-

nin-Proteinkinase Akt (p-Akt, auch Proteinkinase B genannt) und der Mitogen-Aktivated-

Protein-Kinase (p-MAPK) gemessen. Gleichzeitig wurden spezifische Signalwege durch den 

Einsatz der PI3-Kinase-Inhibitoren Wortmannin und LY 294002, sowie durch den MEK 1/2-

Inhibitor U0126 gehemmt, um den Einfluss der Kras-Mutation auf die Signaltransduktion der 

EGFR-Familie näher zu charakterisieren. Wortmannin bindet irreversibel und kovalent an die 

PI3-Kinase und hat zudem einen hemmenden Einfluss auf die MLCK (Myosin Light Chain Ki-

nase), Gab1 (GRB associated binding protein), PI4-Kinase, PLK (Polo Like Kinase) und die 

Translokation der PKC (Proteinkinase C) (133, 153, 174). Ly 294002 dagegen bindet sehr 

spezifisch aber reversibel und kompetitiv an die ATP-Bindungsstelle der PI3-Kinase, ist aller-

dings nicht so potent wie Wortmannin (144, 189). Der MEK 1/2-Inhibitor U0126 bindet und 

hemmt MEK 1/2, welche wiederum die MAPK direkt phosphoryliert (36, 45). 

Da die jeweiligen Inhibitoren in DMSO gelöst waren, sollte auch eine Induktion der Phospho-

rylierung von Akt und MAPK durch DMSO ausgeschlossen werden. Hierzu wurden die Zellen 

mit DMSO inkubiert (in den Abb. 15 und 16 jeweils als Nr. 3 gekennzeichnet). Dabei zeigte 

sich in keinem der Versuche eine Induktion der Phosphorylierung durch DMSO. 
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Abb. 15: Messung von p-Akt im Western Blot nach Zugabe von 100 ng fc EGF bzw. HRG-β1  und 
verschiedenen Inhibitoren 
(1) + FCS, (2) unbehandelt, (3) + DMSO, (4) + EGF, (5) + EGF/+ Wortmannin, (6) + EGF/+ MEK-1/2-Inhibi-
tor, (7) + EGF/+ Ly 294002, (8) + HRG-β1, (9) + HRG-β1/+ Wortmannin, (10) + HRG-β1/+ MEK-1/2-In-
hibitor, (11) + HRG-β1/+ Ly 294002. Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert, je Spur 30µg Protein 
aufgetragen und mittels SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western-Blot wurden die Membranen mit ei-
nem p-Akt-Antikörper inkubiert. Die nachfolgende Inkubation der Membranen mit GAPDH diente als La-
dungskontrolle.   

 

 
Abb. 16: Messung von p-MAPK im Western Blot nach Zugabe von 100 ng fc EGF bzw. HRG-β1 und 
verschiedenen Inhibitoren 
(1) + FCS, (2) unbehandelt, (3) + DMSO, (4) + EGF, (5) + EGF/+ Wortmannin, (6) + EGF/+ MEK-1/2-In-
hibitor, (7) + EGF/+ Ly 294002, (8) + HRG-β1, (9) + HRG-β1/+ Wortmannin, (10) + HRG-β1/+ MEK-1/2-
Inhibitor, (11) + HRG-β1/+ Ly 294002. Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert, je Spur 20µg Prote-
in aufgetragen und mittels SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western-Blot wurden die Membranen mit 
einem p-MAPK-Antikörper inkubiert. Die nachfolgende Inkubation der Membranen mit GAPDH diente als 
Ladungskontrolle.   



Ergebnisse 

 

48 
 

Die folgenden Abbildungen (Abb. 17 und Abb. 18) zeigen grafisch die Quantifizierung der 

Wirkung von EGF und Heregulin-β1 auf die Phosphorylierung von Akt und MAPK, dabei bil-

den die nicht stimulierten Zellen ohne FCS (in den Abb. 15 und Abb. 16 jeweils als Nr. 2 ge-

kennzeichnet) den Referenzwert. Die gemessene Signalstärke von p-Akt und p-MAPK in den 

Zellen wurde für den Referenzwert auf 1 gesetzt. In Korrelation dazu wurde die Intensität der 

Signalstärke der p-Akt- bzw. p-MAPK-Banden der jeweiligen Proben im Western Blot mittels 

der AlphaEaseFC-Analyse-Software gemessen und als x-fache-Induktion dazu berechnet.  

 

 

 

Abb. 17: Intensität der p-Akt-Signalstärken im Western Blot nach Stimulation mit 100 ng fc EGF  
 bzw. HRG-β1 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten der  
p-MAPK-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

In der Zelllinie PDA-6606 stimulierten weder EGF noch HRG-β1 eine Phosphorylierung von 

Akt. PDA-7265 wurde der p-Akt-Spiegel durch EGF verdoppelt und durch HRG-β1 auf das 3,7-

fache erhöht. Auf die Zelllinie PaTu-8988T hatten die Liganden den stärksten Stimulationsef-

fekt. Hier kam es durch EGF zu einer Erhöhung des p-Akt-Spiegels auf das 22-fache und durch 

HRG-β1 zu einer Erhöhung auf das 12-fache des Wertes der unbehandelten Zellen. In der 

Wildtyp-Zelllinie BxPC3 konnte nach Stimulation mit EFG eine nur geringe Erhöhung des p-

Akt-Spiegels auf das 1,7-fache der unbehandelten Zellen gemessen werden, HRG-β1 hatte 

hier keinen Effekt.  

 

Trotz einer vorhandenen Kras-Mutation war in den Zelllinien PaTu-8988T, PDA-7265 und 

PDA-6606 durch EGF eine Stimulation der Phosphorylierung der MAPK ebenso möglich wie 
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in der Wildtyp-Zelllinie BxPC3. In der Intensität der p-MAPK-Induktion nach der Behandlung 

mit EGF zeigte sich dabei jedoch ein deutlicher Unterschied zwischen den Kras-mutierten 

Zelllinien und der Wildtyp-Zelllinie BxPC3. Während sich in der Wildtyp-Zelllinie der p-

MAPK-Spiegel nach der EGF-Stimulation um das 4,3-fache erhöhte, erreichen die Kras-

mutierten Zelllinien im Vergleich dazu eine weitere p-MAPK-Erhöhung um 28 % bis 47 % 

(PDA-6606 = 5,8; PDA-7265 = 5,5; PaTu-8988T = 6,3).  

 

 

 

Abb. 18: Intensität der p-MAPK-Signalstärken im Western Blot nach Stimulation  
 mit 100 ng fc EGF bzw. HRG-β1 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten der  
p-MAPK-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

Im Gegensatz dazu konnte HRG-β1 nur in den Zelllinien BxPC3 und PaTu-8988T die Phos-

phorylierung der MAPK induzieren, nicht jedoch in den Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 

aus den Maus-Tumormodellen. Die Stimulation mit Heregulin-β1 führte in der Wildtyp-

Zelllinie BxPC3 zu einer Erhöhung des p-MAPK-Spiegels auf den 2,5-fachen Wert der unsti-

mulierten gehungerten Zellen. In der humanen Kras-mutierten Zelllinie PaTu-8988T konnte 

eine 3,2-fache p-MAPK-Induktion gemessen werden.  

 

Um den intrazellulären Weg der Signalleitung näher zu charakterisieren wurden zusätzlich 

zu den Stimulatoren EGF und HRG-β1 die PI3-Kinase-Inhibitoren Wortmannin, LY 294002 

sowie der MEK 1/2-Inhibitor U0126 eingesetzt. Beide PI3-Kinase-Inhibitoren hatten einen 

vergleichbaren Effekt auf die untersuchten Zelllinien, daher wurde im Folgenden (Abb. 19 

und Abb. 20) nur der Einfluss von Wortmannin grafisch ausgewertet. Da Heregulin-β1 auf die 
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Zelllinie PDA-6606 keinen Stimulationseffekt hatte, wurde sie in der folgenden Abb. 19 nicht 

berücksichtigt. 

In den PDA-7265-Zellen wurde die EGF-induzierte Akt-Phosphorylierung durch Wortmannin 

vollständig und in den PaTu-8988T-Zellen um 78 % (22-fach auf 4,8-fach) gehemmt. Der MEK 

1/2-Inhibitor U0126 hatte auf die PDA-7265-Zelllinie keinen Einfluss, senkte aber in den 

PaTu-8988T-Zellen den EGF-induzierten p-Akt-Spiegel um 61 % (22-fach auf 8,5-fach). Auf 

die Wildtyp-Zelllinie BxPC3 hatten weder Wortmannin noch U0126 einen signifikanten Ef-

fekt. 

 

 

 

Abb. 19: Einfluss der Inhibitoren Wortmannin und U0126 auf die p-Akt-Induktion nach Stimulati- 
 on mit 100 ng fc EGF 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten der 
p-Akt-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

Die Zugabe von U0126 zu den mit EGF stimulierten Zellen reduzierte die p-MAPK-Spiegel 

vollständig, was beweist, dass die Phosphorylierung der MAPK in diesen Zellen auch haupt-

sächlich durch das MEK 1/2-Protein gesteuert wurde. Im Gegensatz dazu hatte Wortmannin 

unabhängig vom Vorhandensein einer Kras-Mutation auf die humanen Zelllinien BxPC3 und 

PaTu-8988T keinen hemmenden Einfluss. In den murinen Zelllinien PDA-6606 und PDA-

7265 wurden die p-MAPK-Spiegel durch Wortmannin jedoch um 20% gesenkt (5,8-fach auf 

4,8-fach in PDA-6606 bzw. 5,5-fach auf 4,4-fach in PDA-7265) (Abb. 20).  
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Abb. 20: Einfluss der Inhibitoren Wortmannin und U0126 auf die p-MAPK-Induktion nach Stimula- 
 tion mit 100 ng fc EGF 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten der  
p-MAPK-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

Da Heregulin-β1 in den Zelllinien PDA-6606 und BxPC3 keinen Effekt auf die Akt-

Phosphorylierung hatte, wurde in der folgenden Abb. 21 nur der Einfluss der Inhibitoren 

Wortmannin und U0126 auf die Zelllinien PDA-7265 und PaTu-8988T und grafisch ausge-

wertet. 

 

 

 

Abb. 21: Einfluss der Inhibitoren Wortmannin und U0126 auf die p-Akt-Induktion nach Stimulati- 
 on mit 100 ng fc HRG-β1 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten der  
p-MAPK-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

Weder Wortmannin noch U0126 konnten die HRG-β1-induzierte Akt-Phosphorylierung in 

den PDA-7265-Zellen hemmen. In den PaTu-8988T-Zellen wurden die HRG-β1-induzierten p-
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Akt-Spiegel dagegen durch Wortmannin um 42 % (12-fach auf 7-fach) und durch U0126 um 

65% (12-fach auf 4-fach) gesenkt werden. 

 

Heregulin-β1 hatte auf die Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 aus den Maus-Tumormodellen 

keinen Effekt auf die Phosphorylierung der MAPK. Sie wurden in der folgenden Abb. 22 daher 

nicht berücksichtigt. 

 

 

 

Abb. 22: Einfluss der Inhibitoren Wortmannin und U0126 auf die p-MAPK-Induktion nach Stimula- 
 tion mit 100 ng fc HRG-β1 
Die Signalstärke der unbehandelten Zellen wurde auf den Wert 1 gesetzt, die Signalintensitäten  
der p-MAPK-Banden in den Zelllinien nach der Stimulation wurde als x-fache Induktion dazu berechnet. 

 

 

Wie erwartet senkte der MEK1/2-Inhibitor auch in diesen Zellen die p-MAPK-Spiegel auf 

Werte gegen Null. In der Kras-mutierten Zelllinie PaTu-8988T reduzierte der PI3-Kinase-

Inhibitor Wortmannin die zellulären p-MAPK-Spiegel um 52 %. Auf die HRG-β1-Stimulation 

der Kras-Wildtyp-Zelllinie BxPC3 hatte Wortmannin dagegen keinen hemmenden Einfluss.  

 

 

3.2 Verpaarung und Genotypisierung der Versuchstiere 

 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Cre/LoxP-Tiermodellen handelte es sich um genetische 

Modifikationen, welche erst durch die entsprechende Verpaarung der gefloxten transgenen 

Mäuse mit Tieren mit einer Cre-Rekombinase zum Tragen kamen. Beim LSL-KrasG12D/+; 

p48+/cre-Tumormodell wurden zunächst Tiere mit der p48-Cre-Rekombinase mit den LSL-

KrasG12D/+-transgenen Tieren verpaart. Alle Nachkommen wurden mit Hilfe entsprechender 

Primer per PCR genotypisiert und doppelt positive Tiere selektiert. In Abb. 23 ist exempla-
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risch das PCR-Produkt von sechs verschiedenen Nachkommen aus der Verpaarung eines 

p48+/cre-Tieres mit einem LSL-KrasG12D/+-Tier aufgetragen. Die kleinere Bande (550 kb) zeigt 

das Vorhandensein der LSL-KrasG12D/+-Mutation, die größere Bande (800 kb) das Vorliegen 

der Cre-Rekombinase an.  

 

 

 

Abb. 23: p48+/cre, KrasG12D/+-PCR-Produkte von Nachkommen einer Zucht 
Die Nummern unterhalb des Fotos stehen für die Tiere 1 bis 6. Aufgetragen wurden je 1,7µl des Produktes 
aus einer PCR-Reaktion. 

 

 

In den hier abgebildeten PCR-Produkten enthielt nur das Tier Nummer 3 beide Modifikatio-

nen und konnte für die nachfolgenden Untersuchungen verwendet werden. Während die 

Tiere eins und zwei nur das inaktive LSL-KrasG12D/+ ohne Cre-Rekombinase enthielten und als 

Kontrolltiere dienten, waren die Tiere vier bis sechs für die nachfolgenden Untersuchungen 

ungeeignet. Sie enthielten zwar die Cre-Rekombinase, jedoch kein mutiertes LSL-KrasG12D/+ 

und konnten damit auch keine pankreatischen Veränderungen ausbilden. Bei der Verpaarung 

der transgenen Tiere für das LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tumormodell betrugt der Anteil doppelt 

positiver Nachkommen-Tiere insgesamt etwa 20 %.  

Beim LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre -Tumormodell wurden zunächst LSL-KrasG12D/+-

Tiere mit LSL-Trp53R172H/+-Tieren verpaart und die Nachkommen mittels PCR typisiert. Dieje-

nigen Nachkommen, welche beide Mutationen enthielten wurden anschließend mit den 

p48+/cre-Tieren verpaart. Die daraus entstehenden Nachkommen mussten erneut geno-

typisiert werden, da alle genetischen Modifikationen nur von heterozygoten Elterntieren ver-

erbt werden konnten. Im LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre -Tumormodell lag der pro-

zentuale Anteil dreifach positiver Nachkommen lediglich bei 7%. 
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3.3 Validierung der Tumorprogression im Kleintier-MRT 

 

Um den Einfluss der Mutationen KrasG12D/+ bzw. Trp53R172H/+ auf den Pankreas zu analysieren 

und die magnetresonanztomografische Messung als eine mögliche Methode zur Früherken-

nung von beginnenden Veränderungen im Organ zu validieren wurden zunächst insgesamt 

51 Tiere im 7-Teslar-Kleintier-MRT untersucht. Davon hatten 26 Tiere einen LSL-KrasG12D/+; 

p48+/cre-Genotyp, 19 Tiere einen LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre -Genotyp und sechs 

Tiere in Abwesenheit von p48+/cre eine „inaktive“ LSL-KrasG12D/+-Mutation. Zwölf dieser Tiere 

wurden mehrmals in einem Abstand von ca. vier Wochen untersucht. Mit Hilfe der MIPAV-

Software wurden die jeweiligen Messungen ausgewertet. Dabei wurden die Pankreata inklu-

sive der entstandenen Läsionen in den einzelnen Bildern einer Messsequenz umrandet und 

durch eine Sequenzanalyse über die Schichtdicke der gemessenen Schichten das Pankreas-

Volumen der Tiere durch die Software berechnet. In der folgenden Abb. 24 ist das Volumen 

des Pankreas in den einzelnen Tieren grafisch dargestellt; dabei wurden die einzelnen Geno-

typen getrennt voneinander betrachtet. Die Trendlinien verdeutlichen zusätzlich das Wachs-

tum des Pankreas in den einzelnen Gruppen, die Steigung ist jeweils mit angegeben.  

 

 

 

Abb. 24: Volumenbestimmung des Pankreas in den einzelnen Tieren 
Die Volumina wurden mittels Sequenzanalyse der MIPAV-Software unter Berücksichtigung der Schichtdi-
cke der MRT-Messungen berechnet und in Relation zum Alter der Tiere aufgetragen. An den Trendlinien 
sind die jeweiligen Steigungen der Geraden angegeben. 
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Durch das Vorhandensein der pankreasspezifischen KrasG12D/+-Mutation wurden in den Tie-

ren Gewebeveränderungen induziert, die signifikant das Größenwachstum des Pankreas be-

einflussten. Die zusätzlich eingebrachte pankreasspezifische Trp53R172H/+-Mutation steigerte 

diesen Wachstumseffekt geringfügig. In den Kontrolltieren blieb das Pankreasvolumen in-

nerhalb der gemessenen 11 Monate relativ konstant, es wurden Pankreasvolumina zwischen 

33 mm3 und 88 mm3 gemessen. Die transgenen Tiere zeigen dagegen eine deutliche Zunahme 

des Pankreasvolumens von durchschnittlich rund 50 (+/- 1) mm3 in den einmonatigen LSL-

KrasG12D/+; p48+/cre-Tieren bis 906 (+/- 6) mm3 nach 11 Monaten. Das Pankreasvolumen der 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Tiere betrug durchschnittlich 63 (+/- 25) mm3 in den 

einmonatigen Tieren und stieg auf 1.012 (+/- 14) mm3 mit 11 Monaten. Damit zeigten die LSL-

KrasG12D/+; p48+/cre-Tiere bereits nach sechs Monaten eine Volumendifferenz von 404 (+/- 56) 

mm3 zu den Kontrolltieren, die sich in den 11 Monate alten Tieren noch auf 724 (+/- 6) mm3 

steigerte. Die Tiere mit der zusätzlichen Trp53R172H/+-Mutation entwickelten gegenüber den 

LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tieren um etwa 18 % (102 mm3) größere Pankreata. Die Volumendif-

ferenz zwischen den transgenen Tieren wurde aus den Steigungen der jeweiligen Trendlinien 

(siehe Abb. 24) mit den Werten x = 1 bis 11 berechnet.  

 

In Abb. 24 wurden drei LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Tiere nicht berücksichtigt, da 

sie - verglichen mit dem Durchschnitt - extreme Abweichungen im Volumen ihres Pankreas 

aufwiesen; sie sind in der nachfolgenden Abb. 25 dargestellt. Diese starken Volumenabwei-

chungen in diesen Tieren ergaben sich durch das Vorhandensein solider Tumore und einem 

damit verbundenen stark vergrößerten Pankreas. In den gleichaltrigen Tieren dagegen wur-

de in den MRT-Messungen zwar ein vergrößertes Organ gemessen, solides Tumorgewebe 

konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Zusätzlich sind in dieser Tabelle noch vier LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tiere aufgeführt, zu denen 

aufgrund ihres hohen Alters keine gleichaltrigen Tiere des LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; 

p48+/cre -Genotyps gemessen werden konnten. Auch hier weicht ein Tier extrem von der 

Durchschnittsgröße ab (grau unterlegt). In diesem Tier entwickelte sich eine - verglichen mit 

gleichaltrigen Tieren dieses Genotyps - „Riesenzyste“, die nahezu das gesamte Volumen des 

Organs bestimmte (siehe auch Abb. 27e). 
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Genotyp 
Alter in 

Monaten 

Volumen in 

mm3 

durchschnittl. Volumen 

gleichaltriger Tiere  

in mm3 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre 

3 1694,47 271,90 

7 1473,71 797,05 

9 1779,42 948,05 

LSL-KrasG12D/+; p48+/cre 19 

21.006,08 1002,27 

877, 93 

 1015,16 

1113,71 

Abb. 25: Organvolumina einzelner transgener Tiere 
Die hier aufgeführten Tiere sind aufgrund ihrer starken Abweichungen vom Durchschnitt nicht in der 
Abb. 24 enthalten. 

 

Neben dem Einfluss auf das Größenwachstum induzierten die Mutationen KrasG12D/+ und 

Trp53R172H/+ intrapankreatische Gewebeveränderungen in Form von Zysten. Dabei kam es mit 

zunehmendem Alter der Tiere innerhalb der Pankreata auch zu einer Zunahme der Zystenan-

zahl. Durch die zusätzliche Trp53R172H/+-Mutation wurden dabei deutlich mehr Pankreaszys-

ten ausgebildet, als durch eine alleinige KrasG12D/+-Mutation (Abb. 26).  

 

 

 

Abb. 26: Anzahl der Zysten in Relation zum Alter der Tiere 
(grün = LSL-KrasG12D/+; p48+/cre;  gelb = LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre) 
Gezählt wurden die Zysten anhand der Bilder in den MRT-Messungen der einzelnen Tiere.  

 

 

Die Zystenanzahl ist hier in Intervallen von 1-10, 10-30, 30-50, 50-80 und 80-100 angegeben 

und wurde anhand der Bilder aus den MRT-Messungen bestimmt. Die Farben stehen für die 

zwei Genotypen, wobei grün dem LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Genotyp und gelb dem LSL-

KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Genotyp entspricht. 

Die Tiere mit der KrasG12D/+-Mutation bildeten innerhalb der ersten vier Monate bis zu zehn 

Zysten pro Organ aus. In einigen Tieren mit der zusätzlichen Trp53R172H/+-Mutation konnten 

ab dem dritten Monat dagegen bereits bis zu 50 Zysten gezählt werden. Besonders deutlich 

wird der Unterschied zwischen den beiden Tumormodellen in den Monaten fünf bis zehn. In 

diesem Zeitraum finden sich in den Tieren mit einer zusätzlichen Trp53R172H/+-Mutation 
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durchschnittlich etwa 20 Zysten mehr pro Pankreas als in den LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tieren. 

Auffällig ist auch, dass sich in den LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tieren nach dem 12. Lebensmonat 

die Anzahl der Zysten von über 80 pro Organ wieder auf Werte zwischen 10 und 50 reduzier-

te. Diese Abnahme war jedoch mit einer zunehmenden Zystengröße in den Tieren verbunden, 

die wahrscheinlich durch eine Fusion benachbarter Zysten entsteht. 

 

Die nachfolgenden MRT-Bilder zeigen exemplarisch die Veränderungen in den Pankreata der 

Tiere mit steigendem Alter, sowie den Vergleich zum gesunden Organ (Abb. 27a) und einem 

soliden Pankreastumor (Abb. 27f). Alle Aufnahmen sind T2-gewichtet, dabei stellten sich die 

Körperflüssigkeiten weiß dar. In den Abbildungen a-d und f sind die Pankreata zur besseren 

Orientierung gelb umrandet.  

 

 

   
Abb. 27a: Wildtyp Abb. 27b: 4 Monate alt  Abb. 27c: 8 Monate alt 

 

   
Abb. 27d: 12 Monate alt  Abb. 27e: 19 Monate alt  Abb. 27f: Tumortier 6 Monate alt 

Abb. 27a-f: MRT-Bilder des Pankreas in verschiedenen Tieren 
In der Abb. a ist ein gesundes Tier dargestellt, die Abbildungen b bis e zeigen Aufnahmen des Pankreas in 
LSL-KrasG12D/+; p48+/cre -Tieren verschiedenen Alters und Abb. f ein von Tumorgewebe durchzogenes Or-
gan eines LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre -Tieres 

 

 

In Abb. 27a ist der Pankreas eines Kontrolltieres abgebildet. Das Organ hat eine durchschnitt-

liche Größe und das Gewebe ist homogen. Daneben befinden sich die Bilder von einem vier, 
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einem acht Monate und einem zwölf Monate alten LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-Tier (Abb. 27b-d). In 

diesen Tieren ist der Pankreas vergrößert und endogene Veränderungen in Form von Zysten 

sind sichtbar. Im Vergleich der Tiere kann man mit zunehmendem Alter neben dem Größen-

wachstum des Pankreas eine Steigerung sowohl in der Anzahl als auch in der Größe der ein-

zelnen Zysten erkennen. In Abb. 27e ist ein 19 Monate altes transgenes Tier mit einer 

KrasG12D/+-Mutation abgebildet. In diesem Tier wurden zwar nur ca. 10-20 Pankreaszysten 

gezählt, aber die Größe der einzelnen Zysten ist stark gestiegen. Besonders bemerkenswert 

war eine „Riesenzyste“ mit einer Ausdehnung von 3,47 x 3,39 cm, welche nahezu den gesam-

ten Bauchraum des Tieres füllte. Dies war auch die größte gemessene Zyste insgesamt. In 

Abb. 27f ist ein LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Tier dargestellt. Diese Mäuse entwi-

ckelten ebenfalls zunächst zystische Pankreas-Läsionen ähnlich den LSL-KrasG12D/+; p48+/cre-

Tieren. Im weiteren Verlauf kam es jedoch durch die zusätzliche Trp53R172H/+-Mutation in 

allen Tieren dieses Genotyps zur Ausbildung solider pankreatischer Tumore. In den MRT-

Messungen zeigten sich die Tumore als homogene graue Masse (Stern) ohne Zysten, welche 

sich vom umliegenden inhomogenen Pankreasgewebe sichtbar abgrenzten (Pfeil).  

Der Zeitpunkt der ersten Entdeckung eines Tumors in den Kleintier-MRT-Messungen, sowie 

dessen prozentualer Anteil am gesamten Pankreasvolumen sind in Abb. 28 dargestellt.  

 

 

 

Abb. 28: Anteil des Tumors am Pankreas der LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Tiere in % 
Berechnet wurde hier das Volumen des Tumorgewebes im Vergleich zum gesamten Pankreasvolumen. Die 
Berechnung erfolgte mittels Sequenzanalyse in der MIPAV-Software wie in Abschnitt 3.3 bereits beschrie-
ben. 

 

 

In vier von elf Tieren wurde zwischen dem dritten und vierten Lebensmonat einen Tumor 

festgestellt, in weiteren vier Tieren im sechsten Lebensmonat und in jeweils einem Tier im 

siebenten, im neunten und elften Lebensmonat. Damit entwickelten 73 % der LSL-KrasG12D/+; 

LSL-Trp53R172H/+; p48+/cre-Tiere innerhalb der ersten sechs Lebensmonate einen soliden Tu-
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mor. Der prozentuale Volumenanteil des Tumors am gesamten Pankreasvolumen korrelierte 

dabei weder mit dem Alter der Tiere, noch mit dem ersten Auftreten des Tumors oder der 

Größe des gesamten Pankreas. Er lag in sieben von elf Tieren unter 20 %, in zwei Tieren zwi-

schen 20 % und 30 % und machte in einem weiteren Tier 40 % des gesamten Pankreasvolu-

mens aus. In einem Tier war fast der gesamte Pankreas mit Tumorgewebe durchsetzt. Hier 

betrug der Tumorvolumenanteil ca. 70 % des Pankreasvolumens. Dieses Tier ist auch in Abb. 

27f dargestellt. 

 

 

3.4 Histologische Untersuchung des Pankreas aus den Tumormo-

dellen 

 

3.4.1 Entwicklung und Ausbreitung von Läsionen im Pankreas der trans-

genen Tiere 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Pankreas der Tiere aus den beiden Tumormodellen ne-

ben der makroskopischen Begutachtung im Kleintier-MRT auch histologisch untersucht. Dazu 

wurden zunächst von 57 Tieren des p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodells Gewebeschnitte 

angefertigt und Hämatoxylin-Eosin gefärbt (Abb. 29a-c, exemplarisch).  

Wie in Abb. 29a zu erkennen ist, waren bereits in zwei Monate alten Tieren die ersten Gewe-

beveränderungen mit der Ausbildung duktaler Strukturen zu erkennen (Pfeile). Diese hatten 

sich in sechs Monate alten Tieren schon auf einen Großteil (hier etwa 50 %) des Organs aus-

gebreitet (Abb. 29b, Stern). In den zwölf Monate alten Tieren konnten nur noch vereinzelte 

kleine Azinuszellverbände entdeckt werden (Pfeile). 
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Abb. 29a: 2 Monatstier Abb. 29b: 6 Monatstier Abb. 29c: 12 Monatstier 

Abb. 29a-c: Histologie des Pankreasgewebes in transgenen Tieren unterschiedlichen Alters 
Dargestellt sind HE-Färbungen aus den Pankreata von p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren in einer Vergröße-
rung x200. Die duktalen Läsionen sind in Abb. a durch Pfeile und in Abb. b durch einen Stern gekenn-
zeichnet. Die Pfeile in Abb. c markieren die verbliebenen Azinuszellverbände. 

 

 

Anschließend wurde der prozentuale Anteil der Fläche der Läsionen am Gewebe unter dem 

Mikroskop bestimmt und grafisch ausgewertet. Tendenziell war in den Tieren eine Zunahme 

der Veränderungen - sowohl in der Größe der einzelnen Läsionen als auch deren Ausbreitung 

im Gesamtorgan - mit steigendem Alter der Tiere zu erkennen (Abb. 30).  

 

 

 

Abb. 30: Progression der Läsionsfläche im Pankreas in Relation zum Alter der Tiere 
(n = 68); Der Anteil der Läsionsfläche am Organ wurde mikroskopisch bestimmt und  
prozentual zum gesamten Organ (100%) berechnet. 

 

 

Während in den Zweimonatstieren noch 70 % bis 100 % der Organe eine gesunde Zellstruk-

tur enthielten, war der gleiche Flächenanteil in den Zwölfmonatstieren bereits vollständig 

von Läsionen durchzogen. Obwohl die pankreasspezifische Aktivierung der KrasG12D/+-

Mutation bereits zu Beginn der Embryonalentwicklung erfolgt und während der gesamten 

Lebenszeit der Tiere vorhanden ist, entstanden in verschiedenen Tieren innerhalb vergleich-
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barer Zeiträume unterschiedlich große Läsionsflächen im Pankreas. So hatte z. B. ein Tier mit 

einem Alter von vier Monaten eine Läsionsfläche im Pankreas von nur 10 %, ein anderes 

gleichaltriges Tier jedoch ein Organ, welches keine gesunde Azinuszellstruktur mehr enthielt 

(Abb. 30). 

 

 

3.4.2 Zelluläre Charakterisierung der Läsionen durch die Untersuchung 

von Markerproteinen 

 

Um die proliferativen Eigenschaften und den zellulären Ursprung der Läsionen näher zu cha-

rakterisieren, wurden die Gewebeschnitte aus den Pankreata der transgenen Tiere mit den 

verschiedenen Markerproteinen Ki67, Synaptophysin und Amylase gefärbt. Ki67 ist ein Proli-

ferationsmarker, welcher in der G1-, in der S-, in der G2- und in der M-Phase, nicht aber in der 

G0-Ruhephase des Zellzyklus exprimiert wird und gibt damit unmittelbar Aufschluss über die 

Wachstumsgeschwindigkeit eines Zellverbandes. Bei Synaptophysin handelt es sich um ein 

zytoplasmatisches Protein, welches von endokrinen Zellen gebildet wird, die auch in den 

Langerhansschen Inseln des Pankreas vorhanden sind. Amylase dagegen ist ein Verdauungs-

enzym, welches von den Azinuszellen des exokrinen Pankreas produziert und sezerniert 

wird. 

 

 

  
Abb. 31a: Tier 1 Abb. 31b: Tier 2  
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Abb. 31c: Wildtyp-Tier 

Abb. 31a-c: Expression von Ki67 in pankreatischen Läsionen verschiedener Tiere  
Immunhistochemische Färbung von Pankreasgewebe aus zwei p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren und einem 
WT-Tier; Primärantikörper gegen Ki67, Sekundärantikörper HRP-gekoppelt, DAB-Substratfärbung. Die 
Pfeile lokalisieren Ki67-positive Zellen (Abb. a) bzw. Ki67-negative Zellen (Abb. b). 

 

 

Die Ki67-Kernfärbung in den Läsionen des p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieres in Abb. 31a zeigt 

deutlich die proliferativen Eigenschaften der sich entwickelnden zellulären Dysplasien. In 

den Zellen mit bereits fortgeschrittenen dysplastischen Veränderungen, welche sich am Rand 

größerer Zysten bildender Strukturen befinden, findet man dagegen keine Ki67-Färbung in 

den Zellkernen (Abb. 31b). Diese Zellen befinden sich offensichtlich in einem nicht prolifera-

tivem Status. Ebenso konnte im gesunden Gewebe der Kontrolltiere keine Ki67-Färbung 

nachgewiesen werden (Abb. 31c). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Daten aus den 

Kleintier-MRT-Messungen, in denen nur die Tiere des p48+/cre; LSL-Trp53R172H/ LSL-KrasG12D/+-

Genotyps einen soliden Tumor ausbilden, die Zellen in den Tieren ohne zusätzliche 

Trp53R172H-Mutation jedoch nur bis zu einem gewissen Grad proliferieren und dann zuneh-

mend zystische Läsionen entwickeln. 

 

Anschließend wurden die Gewebe dieser Tiere mit Synaptophysin und Amylase gefärbt, um 

den zellulären Ursprung der Läsionen näher zu charakterisieren.  

Die Abb. 32a und Abb. 32b zeigen deutlich, dass ein Teil der Zellen in den Läsionen Synapto-

physin exprimierten (vgl. Pfeile), Zellen an einer anderen Stelle derselben Läsion (Abb. 32a, 

Dreieck) oder weitere Läsionen im benachbarten Gewebe (Abb. 32b, Dreieck) dieses Protein 

jedoch nicht bildeten. 
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Abb. 32a: Tier 1 Abb. 32b: Tier 2  
 

 
Abb. 32c: Wildtyp-Tier 

Abb. 32a-c: Expression von Synaptophysin in pankreatischen Läsionen verschiedener Tiere  
Immunhistochemische Färbung von Pankreasgewebe aus zwei p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren und einem 
Wildtyptier; Primärantikörper gegen Synaptophysin, Sekundärantikörper HRP-gekoppelt, DAB-
Substratfärbung. Die Dreiecke in den Abb. lokalisieren die Synaptophysin-negativen Zellen, die Pfeile zei-
gen Synaptophysin-positive Zellen in verschiedenen Läsionen bzw. in der Insel des Kontrolltieres. 

 

 

In den untersuchten Kontrolltieren und den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren konnte eine Synap-

tophysin-Expression in allen Inselzellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 32c). Zusätzlich 

zeigten 67 % der Tiere eine Synaptophysin-Expression in vereinzelten Läsionen. Damit liegt 

die Schlussfolgerung nahe, dass sich ein Teil der beobachteten Läsionen in den Pankreata der 

p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere aus den endokrinen Inselzellen entwickelten. 

 

Die Abb. 33a und Abb. 33b zeigen die immunhistologischen Färbungen mit dem Antikörper 

gegen Amylase. In den gesunden Azinuszellen in Abbildung 33a war Amylase in allen Zellen 

nachweisbar exprimiert (zu erkennen durch die grüne Färbung). In Abbildung 33b ist zu er-

kennen, dass auch einzelne Zellen in den Läsionen Amylase exprimierten (weißer Pfeil), Zel-

len in anderen Läsionen jedoch nicht (weißes Dreieck).  
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Abb. 33a: Tier 1 (gesundes Gewebe) Abb. 33b: Tier 2  (pankreatische Läsionen) 

Abb. 33a-b: Expression von Amylase im Pankreasgewebe verschiedener Tiere  
Immunhistochemische Färbung von Pankreasgewebe aus p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren; Primärantikör-
per gegen Amylase, Sekundärantikörper FITC-gekoppelt, Kernfärbung DAPI. Vergrößerungen: x200 
Die Pfeile in den Abb. lokalisieren die Amylase-positiven Zellen, das Dreieck zeigt Amylase-negative Zellen 
in den Läsionen. 

 

 

Damit liegt die Schlussfolgerung nahe, dass sich ein Teil der beobachteten Läsionen in den 

Pankreata der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere auch aus den exokrinen Azinuszellen entwickel-

ten. Dabei verlieren die Azinuszellen ihre exokrine Funktion und reduzieren ihre Amylasep-

roduktion. 

 

 

3.4.3 Histologische Charakterisierung der Läsionen 

 

Die Läsionen im pankreatischen Gewebe des p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodells enthielten 

Zellen mit unterschiedlichen Dysplasiegraden, die entsprechend ihres PanIN-Stadiums einge-

teilt wurden. In jeder Maus wurde der jeweils höchste vorkommende Dysplasiegrad gezählt. 

Die Abb. 34a-e zeigen exemplarisch die histologischen Veränderungen von normalen Pankre-

as-Gängen (Abb. 34a) über die einzelnen Dysplasiegrade PanIN-1A bis PanIN-3. Die Abb. 34f 

zeigt ein Pankreasadenokarzinom aus einem p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tier.  
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Abb. 34a: gesunder Gang Abb. 34b: PanIN-1A 

   
Abb. 34c: PanIN-1B  Abb. 34d: PanIN-2 

   
Abb. 34e: PanIN-3  Abb. 34f: Adenokarzinom 

Abb. 34a-f: HE-Färbung der Dysplasie-Karzinom-Sequenz 
Die Pfeile markieren jeweils den bezeichneten zellulären Dysplasiegrad. 

 

 

Die Abbildung 34a zeigt eine normale Gangstruktur mit flachem bis kubischem einreihigem 

Epithel und regelmäßigen gleichförmig angeordneten Kernen (Pfeil). In Abb. 34b sind PanIN-

1A-Läsionen (Pfeil) abgebildet, sie bestehen aus Zylinderepithel mit basal gelegenen Zellker-

nen und reichlich Muzin, welches sich oberhalb des Kerns auftürmt. Die PanIN-1B (Abb. 34c) 

zeigt eine ähnliche Struktur wie PanIN-1A, sie bildet aber zusätzlich Papillen aus (Pfeil). Ein 

Teil dieses Gangs befindet sich dagegen noch im PanIN-1A-Stadium. 

100 µm 

100 µm 

200 µm 200 µm 
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Eine PanIN-2 hat ebenfalls eine papillare Struktur, besitzt aber im Vergleich zur PanIN-1B 

weit weniger Muzin und weist bereits Kernatypien auf, was in Abb. 34d durch teilweise ver-

größerte Kerne und den Verlust deren Polarität zu erkennen ist (Pfeil). Die PanIN-3 ist durch 

schwere Zellatypien mit z. B. deutlich vergrößerten pleomorphen Zellkernen gekennzeichnet 

(Abb. 34e, Pfeil). Bei der PanIN-3-Läsion sind die Zellen jedoch durch eine Basalmembran 

vom umliegenden Gewebe abgegrenzt. Ein invasives Wachstum dieser Zellen ins umliegende 

Gewebe kennzeichnet dagegen das Adenokarzinom (zu sehen Abb. 34f). Ein Karzinom konnte 

histologisch nur in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tieren festgestellt werden.  

Insgesamt entwickelten von den 57 untersuchten Tieren des Genotyps p48+/cre; LSL-KrasG12D/+ 

11 % Dysplasien mit dem PanIN-Stadium 1A, 49 % eine PanIN-1B und 37 % die PanIN-2 als 

höchsten Dysplasiegrad. Lediglich 4 % der Tiere wiesen Dysplasien des PanIN-Stadiums 3 als 

höchsten Grad auf (Abb. 35a). 

 

 

    
Abb. 35a: Vorkommen in allen Tieren Abb. 35b: Verteilung in einzelnen Monaten 

Abb. 35a-b: Vorkommen und Verteilung der Dysplasiegrade in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren 
Die Abbildungen zeigen die prozentuale Verteilung der vier Dysplasiegrade in allen untersuchten Tieren 
(Abb. a) sowie deren zeitlich differenziertes Auftreten (Abb. b). Dabei wurde nur der jeweils höchste beo-
bachtete Dysplasiegrad in einem Tier gezählt (n=57). 

 

 

Betrachtet man das zeitliche Auftreten der einzelnen PanIN-Stadien in den Tieren näher, so 

erkennt man eine zeitliche differenzierte Reihenfolge. Die jungen Tiere mit einem Alter von 

drei Monaten hatten eine Verteilung der Läsionen PanIN-1A zu PanIN-1B von 25 % zu 75 %, 

Dysplasien mit einem höheren Grad wurden in diesen Tieren nicht festgestellt. 20 % der 

Fünfmonatstiere entwickelten bereits eine PanIN-2-Läsion, bei den restlichen 80 % war Pa-

nIN-1B der höchste nachweisbare Dysplasiegrad. Nach zwei weiteren Lebensmonaten waren 

die höhergradigen PanIN-2-Läsionen mit einem Anteil von 67 % die häufigste Dysplasiestufe. 

Darüber hinaus entwickelten 17 % der Siebenmonatstiere bereits eine PanIN-3-Läsion. Mit 
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einem Alter von 9 Monaten hatten sogar 83 % der Tiere mindestens PanIN-2, die restlichen 

17 % PanIN-3-Läsionen gebildet. Statt einer folgenden weiteren dysplastischen Veränderung 

mit der Ausbildung von soliden Tumoren verringerten sich die Schweregrade der zellulären 

Dysplasien in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren mit zunehmendem Alter jedoch wieder. So 

zeigten nur noch 33 % der Elfmonatstiere PanIN-2-Läsionen, die restlichen 67 % lediglich 

PanIN-1B-Läsionen, eine PanIN-3-Läsion war in diesen Tieren nicht mehr zu finden. (Abb. 

35b).  

 

 

3.4.4 Expression der EGF-Rezeptorfamilie und ausgewählter Liganden  

 

Um zu analysieren, welche Rolle die einzelnen Mitglieder der EGF-Rezeptorfamilie während 

der Tumorgenese des Pankreas spielen, wurde das Gewebe der Tiere aus beiden Tumormo-

dellen mit Antikörpern gegen die Rezeptoren immunhistochemisch gefärbt (Abb. 36a-h, 

exemplarisch).  

 

 

   
Abb. 36a: HER-1 (WT-Tier) Abb. 36b: HER-1 (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
 

  
Abb. 36c: HER-2 (WT-Tier) Abb. 36d: HER-2 (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
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Abb. 36e: HER-3 (WT-Tier) Abb. 36f: HER-3 (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
 

  
Abb. 36g: HER-4 (WT-Tier)  Abb. 36h: HER-4 (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 

Abb. 36a-h: Immunhistochemische Färbung der EGF-Rezeptorfamilie  
Immunhistochemische Färbung von Pankreasgewebe aus Wildtyptieren und p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-
Tieren; Primärantikörper gegen HER-1, HER-2, HER-3 und HER-4; Sekundärantikörper HRP-gekoppelt, 
DAB-Substratfärbung.  

 

 

Dabei konnte im gesunden Gewebe der Kontrolltiere (LSL-KrasG12D/+-Tiere ohne Cre-Rekom-

binase) keine Expression der Rezeptoren nachgewiesen werden (n = 37). Die positiven Ge-

webefärbungen der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere wurden mikroskopisch ausgewertet und 

sind in Abb. 37a grafisch zusammengefasst.  

Die Rezeptoren HER-3 und HER-4 konnten jeweils in 37 % aller p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere 

nachgewiesen werden, HER-1 wurde in 18 % der Tiere exprimiert. Der HER-2-Rezeptor wur-

de lediglich in 5 % aller Tiere nachgewiesen (Abb. 37a). In 15 von 57 p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-

Tieren war dagegen keiner der Rezeptoren nachweisbar exprimiert.  
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Abb. 37a: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Genotyp Abb. 37b: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+;  
 (n=57)  LSL-Trp53R172H/+-Genotyp (n=11) 

Abb. 37a-b: Gesamtexpression der EGF-Rezeptoren in allen Tieren 
Die Abbildungen zeigen den prozentualen Anteil der Expression der vier Rezeptorfamilienmitglieder in 
allen untersuchten Tieren (100%) der beiden Genotypen.  

 

 

In den elf untersuchten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tieren, die einen soliden Tu-

mor entwickelten wurde in 36 % der Tiere der HER-1-Rezeptor, in 91 % der HER-3-Rezeptor 

und in 55 % der Tiere der HER-4-Rezeptor nachgewiesen. Die Expression des HER-2-

Rezeptors konnte in diesen Tieren nicht nachgewiesen werden (Abb. 37b).  

Damit wurden die Rezeptoren HER-1, HER-3 und HER-4 in den Tieren mit der zusätzlichen 

Trp53R172H/+-Mutation insgesamt häufiger exprimiert als in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren 

bzw. der HER-2-Rezeptor wurde weniger exprimiert. 

Gleichzeitig konnte in den Tieren des p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Genotyps eine differenzielle Ex-

pression innerhalb des Pankreasgewebes beobachtet werden (Abb. 38).  

Während der HER-1-Rezeptor nur in den duktalen Läsionen der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere 

exprimiert wurde, waren die Rezeptoren HER-2, HER-3 und HER-4 zu 33 %, 29 % und 14 % 

zusätzlich auch auf den Inselzellen nachweisbar. Der HER-2-Rezeptor war dabei entweder 

nur auf Inselzellen oder in den duktalen Läsionen exprimiert, der HER-3-Rezeptor war zu 

48 % auch gleichzeitig auf Inselzellen und in den duktalen Läsionen exprimiert. Beim HER-4-

Rezeptor lag die gleichzeitige Expressionsrate bei 14 %.  
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Abb. 38: Verteilung der Rezeptorexpression im Gewebe der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+ -Tiere 
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Expression einzelner Rezeptorfamilienmitglieder in den 
unterschiedlichen Zellstrukturen des Gewebes der untersuchten Tiere. Dazu wurde die Gesamtexpression 
des jeweiligen Rezeptors auf 100% gesetzt. (n=57) 

 

 

In den Tieren mit der zusätzlichen Trp53R172H/+-Mutation wurde der HER-1-Rezeptor zu 50 %, 

der Rezeptor HER-3 in 60 % der Tiere und der HER-4-Rezeptor in 33 % der Tiere nur in dem 

den Tumor umgebenden Gewebe exprimiert. Alle anderen Tiere zeigten eine gleichzeitige 

Rezeptorexpression sowohl auf den Tumorzellen, als auch im peritumoralen Gewebe. In kei-

nem der untersuchten Tiere war die Rezeptorexpression allein auf die Tumorzellen begrenzt.  

 

Zusätzlich zur EGF-Rezeptorfamilie wurden auch ausgewählte Liganden der verschiedenen 

Rezeptoren untersucht. Dazu gehörten die Wachstumsfaktoren Amphiregulin, Cripto, Epire-

gulin, HB-EGF, Heregulin und TGFα. Die Gewebe der Tiere aus beiden Tumormodellen wur-

den mit Antikörpern gegen diese Wachstumsfaktoren immunhistochemisch gefärbt (Abb. 

39a-l, exemplarisch).  

 

 

         
Abb. 39a: Amphiregulin (WT-Tier) Abb. 39b: Amphiregulin (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
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Abb. 39c: Cripto (WT-Tier) Abb. 39d: Cripto (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
  

  
Abb. 39e: Epiregulin (WT-Tier)  Abb. 39f: Epiregulin (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 

 

    
Abb. 39g: HB-EGF (WT-Tier) Abb. 39h: HB-EGF (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
  

  
Abb. 39i: Heregulin (WT-Tier) Abb. 39j: Heregulin (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 
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Abb. 39k: TGFα (WT-Tier)  Abb. 39l: TGFα (p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier) 

Abb. 39a-l: Immunhistochemische Färbung der Liganden 
Immunhistochemische Färbung von Pankreasgewebe aus Wildtyp-Kontrolltieren und  p48+/cre; LSL-
KrasG12D/+-Tieren; Primärantikörper gegen Amphiregulin, Cripto, Epiregulin, HB-EGF, Heregulin und 
TGFα; Sekundärantikörper HRP-gekoppelt, DAB-Substratfärbung.  

 

 

Die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung sind in den Abb. 40a und b grafisch darge-

stellt. Von allen untersuchten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren exprimierten etwa die Hälfte die 

Liganden Amphiregulin (54 %) und Heregulin (56 %) und 88 % den Liganden HB-EGF. Die 

Wachstumsfaktoren Cripto (33 %), Epiregulin (26 %) und TGFα (12 %) waren dagegen nur 

in maximal einem Drittel der Tiere nachweisbar (Abb. 40a). Mäuse mit dem Genotyp p48+/cre; 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+ exprimierten zu 9 % TGFα und zu 90 % Amphiregulin. In 

73 % aller analysierten Tiere wurden jeweils die Liganden HB-EGF, Epiregulin, Cripto und 

Heregulin nachgewiesen (Abb. 40b). 

 

 

        
Abb. 40a: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Genotyp, Abb. 40b: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+;  
 (n=57) LSL-Trp53R172H/+-Genotyp, (n=11) 

Abb. 40a-b: Gesamtexpression der Liganden in allen Tieren  
Die Abbildungen zeigen den prozentualen Anteil der Expression der Wachstumsfaktoren TGFα, HB-EGF, 
Amphiregulin, Epiregulin, Cripto und Heregulin (HRG) in allen untersuchten Tieren (100%) der beiden 
Genotypen.  
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Damit wurden wie auch die Rezeptoren die Liganden in den Tieren mit der zusätzlichen 

Trp53R172H/+-Mutation insgesamt häufiger exprimiert als in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren. 

Lediglich die Liganden TGFα und HB-EGF wurden von 25 % bzw. 17 % weniger Tieren mit 

dem p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Genotyp exprimiert. In der Kontrollkohorte 

(LSL-KrasG12D/+-Tiere ohne Cre-Rekombinase; n = 37) fand sich bei 36 von 37 Tieren eine HB-

EGF-Expression in den Inselzellen (siehe Abb. 39g), jedoch nicht in Gangzellen oder Azini. Die 

anderen Liganden waren in keinem der Wildtyp-Tiere nachweisbar (siehe Abb. 39a, c, e, i, k). 

 

Analog der Rezeptorexpression konnte auch in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren eine Ex-

pression der einzelnen Wachstumsfaktoren auf den Inselzellen beobachtet werden (Abb. 

41a). Dabei wurden die Liganden HB-EGF, Amphiregulin und Heregulin in über 70 % der Tie-

re auf den Inselzellen nachgewiesen. Die Liganden TGFα, Epiregulin und Cripto dagegen wur-

den nur in maximal 21 % der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere auf den Inselzellen exprimiert, die 

restlichen 79 % bis 80 % fanden sich ausschließlich in den duktalen Strukturen der Läsionen 

wieder. TGFα war als einziger Ligand niemals gleichzeitig auf Inselzellen und in den duktalen 

Läsionen eines Pankreas exprimiert und wurde zu 85 % duktal nachgewiesen.  

 

 

   
Abb. 41a: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+ -Tiere Abb. 37b: p48+/cre; LSL-KrasG12D/+;  
 (n=57) LSL-Trp53R172H/+ -Tiere (n=11) 

Abb. 41a-b: Verteilung  der Ligandenexpression im Gewebe   
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Expression der Liganden HB-EGF, Amphiregulin, Epiregulin, 
Cripto und HRG in den unterschiedlichen Zellstrukturen des Gewebes der untersuchten Tiere beider Geno-
typen. Dazu wurde die Gesamtexpression des jeweiligen Liganden auf 100% gesetzt. 

 

 

In den Tieren mit der zusätzlichen Trp53R172H-Mutation wurden die Liganden TGFα und HB-

EGF nur im peritumoralen Gewebe nachgewiesen, nicht aber auf den Tumorzellen. Die Ligan-

den Epiregulin und Heregulin wurden in 75 % der Tiere ebenfalls nur von Zellen im Läsions-
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gewebe außerhalb des Tumors exprimiert, in den restlichen Tieren waren sie im gesamten 

Gewebe nachweisbar (Abb. 41b). Die Liganden Amphiregulin und Cripto wurden im Gegen-

satz zu den anderen untersuchten Liganden auch in 10 % (Amphiregulin) bzw. 25 % (Cripto) 

der Tiere ausschließlich auf den Tumorzellen ohne eine gleichzeitige Expression im peritu-

moralen Läsionsgewebe nachgewiesen. In jeweils 50 % der Tiere waren sie dagegen allein 

auf den Zellen des peritumoralen Läsionsgewebes nachweisbar (Abb. 41b).  

 

 

3.4.5 Koexpression von Rezeptoren und Liganden 

 
 
Um eine mögliche Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren und ihren Liganden nachzu-

weisen, wurden einzelne Gewebeschnitte aus dem p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell gleich-

zeitig mit Antikörpern gegen Rezeptoren und Liganden in der Immunfluoreszenz gefärbt und 

mikroskopisch ausgewertet. In den Abb. 42a-r sind exemplarisch Immunfluoreszenzfärbun-

gen der Rezeptoren HER-1, HER-3 und HER-4 mit den Liganden Amphiregulin, Heregulin, 

Epiregulin, TGFα und HB-EGF dargestellt. 

 

 

     
Abb. 42a: HER-4 Cy3   Abb. 42b: Epiregulin FITC  Abb. 42c: Koexpression 

 

     
Abb. 42d: HER-1 Cy3 Abb. 42e: HB-EGF FITC  Abb. 42f: Koexpression  
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Abb. 42g: HER-4 Cy3  Abb. 42h: HB-EGF FITC  Abb. 42i: Koexpression  

     
Abb. 42j: HER-1 Cy3  Abb. 42k: TGFα FITC  Abb. 42l: Koexpression  

     
Abb. 42m: HER-4 Cy3  Abb. 42n: Amphiregulin FITC  Abb. 42o: Koexpression 

     
Abb. 42p: HER-3 Cy3  Abb. 42q: Heregulin FITC  Abb. 42r: Koexpression 

Abb. 42a-r: Koexpression einzelner Rezeptoren und ihrer Liganden 
Immunfluoreszenzabbildungen, primären Antikörper gegen die jeweiligen angegebenen Proteine, sekun-
däre Antikörper waren entweder Cy3- oder FITC-gekoppelt, Kernfärbung DAPI, Vergrößerungen: a-i bzw.  
m-r = x200, j-l = x100 

 

 

Dabei ist deutlich die Koexpression der jeweiligen Liganden mit den Rezeptoren in der Zell-

membran zu erkennen (markiert durch die weißen Pfeile).  

Einen Gesamtüberblick über die Koexpression der einzelnen Rezeptoren und Liganden in den 

einzelnen Dysplasiegraden der duktalen Läsionen aller p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere gibt die 

nachfolgende Abb. 43. 
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Abb. 43: Koexpression der Rezeptoren und Liganden in den einzelnen PanIN-Stadien   
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Expression der Liganden Amphiregulin, Epiregulin, HB-EGF, 
Heregulin und Cripto mit den Rezeptoren HER-1 bis HER-4 in den einzelnen Dysplasiegraden der p48+/cre; 
LSL-KrasG12D/+-Tiere. Dazu wurde die Gesamtexpression des einzelnen Liganden auf 100% gesetzt und die 
Koexpression mit den jeweiligen Rezeptoren in den zellulären Dysplasiegraden in Relation dazu berech-
net. Es wurde nur jeweils der höchste nachgewiesene Dysplasiegrad gezählt. 

 

 

Dabei ist deutlich zu erkennen, dass sich die Expression der Rezeptoren HER-1 und HER-2 

nur auf Zellen mit den geringen Dysplasiegraden PanIN-1A und PanIN-1B beschränkt, wohin-

gegen die Rezeptoren HER-3 und HER-4 auch auf Zellen mit PanIN-2-Läsionen exprimiert 

sind. Auf den Zellen mit dem höchsten Dysplasiegrad (PanIN-3) war nur der HER-4-Rezeptor 

exprimiert. In dieser Analyse ist zwar eine stark gehäufte Koexpression der einzelnen Ligan-

den mit den Rezeptoren HER-3 und HER-4 zu erkennen, aber eine signifikant gehäufte 

Koexpression einzelner Liganden mit bestimmten Rezeptoren konnte hier nicht nachgewie-

sen werden; jeder Wachstumsfaktor war mit jedem Rezeptor nachweisbar. Einzig der Ligand 

TGFα machte dabei eine Ausnahme. Er war nur mit dem Rezeptor HER-1 auf PanIN-1B-Zellen 

und mit HER-4 auf PanIN-3-Zellen koexprimiert.  

Neben einer Koexpression von Rezeptoren und Liganden in den duktalen Läsionen konnte 

auch eine gleichzeitige Expression in den Inseln nachgewiesen werden (Abb. 44). Hier waren 

jedoch nur die Rezeptoren HER-3 und HER-4 mit jeweils den Liganden Amphiregulin, HB-EGF 

und Heregulin koexprimiert. Dabei wurde doppelt so häufig eine Koexpression der einzelnen 

Wachstumsfaktoren mit dem HER-3-Rezeptor wie mit dem HER-4-Rezeptor gezählt. Zusätz-

lich konnte in zwei Fällen auch eine Koexpression des HER-3-Rezeptors mit Cripto beobach-

tet werden (in der Abbildung 44 nicht dargestellt). Epiregulin war dagegen mit keinem der 

Rezeptoren auf den Inselzellen koexprimiert.  
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Abb. 44: Koexpression von Liganden und Rezeptoren auf den Inselzellen 
Dargestellt sind die Rezeptoren HER-3 und HER-4 mit den Liganden Amphiregulin, HB-EGF und Heregu-
lin. Die Gesamtexpression des Liganden wurde auf 100 % gesetzt und die Häufigkeit einer Koexpression 
mit den Rezeptoren in Relation dazu berechnet.  
 

 

In den Tumoren der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere wurde eine Koexpression 

der Rezeptoren HER-1, HER-3 und HER-4 mit den Liganden, Amphiregulin, Epiregulin, Here-

gulin und Cripto beobachten. Dabei waren jeweils alle der genannten Proteine in den Tieren 

gleichzeitig anzutreffen und es ergibt sich eine Vielfalt von Rezeptordimer-Kombinationen 

mit verschiedenen Ligandenspezifitäten.  

 
Darüber hinaus wurde in einigen p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren auch eine Expression von 

Rezeptoren und Wachstumsfaktoren in benachbarten Zellen duktaler Läsionen und Inseln 

beobachtet. Die Abbildung 45 gibt eine Übersicht über die jeweiligen Wechselwirkungen.  

Die Expression der Liganden HB-EGF, Amphiregulin und Heregulin auf Inselzellen neben 

HER-2-exprimierenden Gangläsionen lag dabei unter sechs Prozent und war für die Liganden 

Cripto, Epiregulin und TGFα nicht nachweisbar. Für die Liganden Amphiregulin und Heregu-

lin konnte, verglichen mit dem HER-1-Rezeptor, eine 12 % bis 20 % häufigere Expression auf 

Inselzellen von HER-3- und eine 25 % bis 31 % häufigere Expression auf Inselzellen von HER-

4-benachbarten duktalen Läsionen gezählt werden. Cripto wurde, verglichen mit HER-3, 

doppelt so oft auf Inselzellen in der Nachbarschaft von HER-1- und HER-4-exprimierenden 

duktalen Läsionen beobachtet werden. Die Expression von HB-EGF auf Inselzellen zeigte da-

gegen nur einen geringfügigen Trend (12 % bis 15 %) zu HER-4-benachbarten duktalen Lä-

sionen verglichen mit den Rezeptoren HER-1 und HER-3.  
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Abb. 45: Expression von Liganden auf Inselzellen und Rezeptoren in benachbarten duktalen 
 Läsionen 
Dargestellt ist die prozentuale Häufigkeit der Expression der Liganden mit HB-EGF, Amphiregulin, Cripto 
und Heregulin auf Inselzellen in der Nachbarschaft von HER-1 bis HER-4-Rezeptor-exprimierenden dukta-
len Läsionen. Dabei wurde die Gesamtexpression eines Liganden auf 100 % gesetzt und die Häufigkeit der 
Rezeptorexpression in Relation dazu berechnet.  

 

 

Die Expression von TGFα wurde in dieser Abbildung nicht dargestellt. Dieser Ligand konnte 

nur auf Inselzellen neben HER-1-Rezeptor exprimierenden Gangläsionen nachgewiesen wer-

den. Ebenso wurde die Expression des Liganden Epiregulin nur neben HER-3- und HER-4-

Rezeptor exprimierenden duktalen Läsionen beobachtet. 

Eine umgekehrte Expression, wie die eines Rezeptors auf den Inselzellen und Wachstumsfak-

toren in benachbarten duktalen Läsionen war nur für die Rezeptoren HER-3 und HER-4, da-

für aber für alle Liganden außer TGFα nachweisbar.  

 
 

3.4.6 Koexpression verschiedener Wachstumsfaktoren  

 

Aus der Literatur ist der Einfluss einzelner Wachstumsfaktoren auf die Expression weiterer 

Wachstumsfaktoren bereits bekannt (siehe auch Abschnitt 1.5). Aufgrund dessen wurde in 

den transgenen Tieren auch die Koexpression mehrerer Liganden im Pankreasgewebe analy-

siert. Dabei wurde in verschiedenen Tieren die gleichzeitige Expression mehrerer Liganden 

mit den einzelnen Rezeptoren beobachtet. Die nachfolgende Abb. 46 gibt einen Überblick 

darüber. 
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Rezeptor gleichzeitig exprimierte Liganden 

HER-1 

HB-EGF + TGFα + Amphiregulin + Heregulin 

HB-EGF + TGFα + Amphiregulin 

HB-EGF + TGFα  

HB-EGF + Epiregulin 

HER-2 HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin + Epiregulin  

HER-3 

Amphiregulin + Heregulin 

HB-EGF + Epiregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + Epiregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin  

HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin + Epiregulin  

HER-4 

HB-EGF + Epiregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + Epiregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + TGFα 

HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin + Epiregulin 

HB-EGF + Amphiregulin + Heregulin + Epiregulin + TGFα 

Amphiregulin + Heregulin 

 
Abb. 46: gleichzeitige Expression verschiedener Wachstumsfaktoren mit einzelnen Rezeptoren 
Dargestellt sind die Rezeptoren HER-1 bis HER-4 mit den jeweiligen gleichzeitig exprimierten Liganden in 
verschiedenen p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren.  

 

 

Am häufigsten wurde HB-EGF (88 %) in den Ligandenkombinationen gezählt, gefolgt von 

Amphiregulin (71 %). Die Liganden Heregulin und Epiregulin waren jeweils in über der Hälf-

te (59 %) dieser Ligandenkombinationen vertreten. Bei allen diesen vier Liganden konnte 

keine bevorzugte Expression mit einem bestimmten Rezeptoren beobachtet werden. Im Ge-

gensatz dazu war TGFα nur mit den Rezeptoren HER-1 und HER-4 koexprimiert, war dort 

aber mit allen anderen Liganden gleichzeitig exprimiert.   

Cripto wurde in dieser Analyse nicht berücksichtigt, da dieses Protein im Vergleich zu den 

anderen Wachstumsfaktoren keinen direkten Einfluss auf die Bildung weiterer Wachstums-

faktoren hat (siehe Abschnitt 1.5).   
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4 Diskussion 

 

In dieser Arbeit wurde die Rolle der epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptorfamilie (HER-1 

bis HER-4) bei der Tumorgenese in einem transgenen Tumormodells untersucht. Für diese 

Fragestellung wurden das p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell von Hingorani et al ausgewählt 

und ein p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell generiert, welches in Anlehnung 

an das Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell aus der Arbeitsgruppe von 

Hingorani entstanden ist (72, 73). Beide Modelle führen in den Tieren zu pankreasspezifi-

schen Veränderungen, die in beiden Modellen durch eine KrasG12D-Mutation hervorgerufen 

und in dem zweiten Modell durch eine zusätzliche Trp53R172H-Mutation verstärkt werden. Da 

eine durch die Kras-Mutation entstehende konstitutive Ras-Aktivierung unmittelbar die Sig-

nalkaskade der EGFR-Familie beeinflusst, musste zunächst geklärt werden, ob eine Stimulati-

on der EGF-Rezeptoren durch extrazelluläre Wachstumsfaktoren auch in Anwesenheit einer 

Kras-Mutation einen zellulären Effekt ausübt.  

Hierzu wurden zunächst vier verschiedene Pankreaskarzinom-Zelllinien hinsichtlich ihrer 

EGF-Rezeptorexpression untersucht. Die humane Zelllinie BxPC3 besitzt keine Kras-Mutation 

und diente als Wildtyp-Kontrolle. PaTu-8988T ist ebenfalls eine humane Pankreaskarzinom-

zelllinie, enthält jedoch eine Kras-Mutation (GGT  GTT) (34). Die Zelllinie PDA-6606 

stammt aus dem Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell und die Zelllinie PDA-7265 aus dem 

Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell von Hingorani et al (73). Mittels Wes-

tern Blot konnte in allen Zelllinien eine Expression der einzelnen Mitglieder der EGFR-

Familie nachgewiesen werden. Dabei wurde in den Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 aber 

nur eine schwache Expression des HER-1-Rezeptors detektiert. 

Anschließend wurde der stimulierende Einfluss der Wachstumsfaktoren EGF und Heregulin-

β1 auf diese Zelllinien untersucht. Dazu wurde über einen MTT-Test die Zellvermehrung und 

mittels Wundheilungstest die Migrationseigenschaften untersucht. Es zeigte sich, dass die 

Kras-WT-Tumorzellen im Gegensatz zu den Kras-mutierten Zelllinien auch in Abwesenheit 

externer Stimuli (FCS) proliferierten. Durch die Stimulation mit EGF und HRG-β1 wurden 

dagegen die Kras-mutierten Zelllinien signifikant stärker zur Proliferation angeregt als die 

WT-Zelllinie BxPC3. Aktiviertes Ras kann über direkte Bindung die PI3-Kinase aktivieren, 

welche dann das Wachstum der Zellen fördert (32, 200). Mutationen in der regulatorischen 

Domäne oder in der Kras-bindenden Domäne der PI3-Kinase können dagegen eine KrasG12D-

induzierte Tumorgenese verhindern (41). Es ist nicht auszuschließen, dass sich in den kulti-
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vierten Kras-mutierten Tumorzelllinien auch innerhalb der PI3-Kinase Mutationen ausgebil-

det haben, welche eine Zellproliferation über den Kras-PI3-Kinaseweg unterbinden und damit 

die beobachteten Effekte der FCS-frei kultivierten Zellen erklären könnten. In den BxPC3-

Zellen gibt es dagegen eine Kras-unabhängige Aktivierung des PI3-Kinaseweges (6). Zusätz-

lich ist in FCS-depletierten BxPC3-Zellen auch STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription 3) konstitutiv aktiviert, was mit einer erhöhten Proliferation auch in Abwesen-

heit von FCS bzw. Wachstumsfaktoren einhergeht (19, 206). Möglicherweise ist die BxPC3-

Zelllinie durch endogen aktive Signalwege (PI3-Kinaseweg, pSTAT3) dann durch externe Fak-

toren weniger stimulierbar was die bessere Proliferation der Kras-mutierten Zelllinien nach 

Zugabe der Wachstumsfaktoren erklären könnte. Die Zelllinie PaTu-8988T proliferierte nach 

Zugabe von Heregulin-β1 etwas stärker als durch EGF, bei den Zelllinien PDA-6606 und PDA-

7265 war dieser Unterschied nicht zu beobachten. EGF und Heregulin rekrutieren unter-

schiedliche Signalwege durch die Bindung verschiedener Rezeptordimere. EGF hat eine star-

ke Affinität zum HER-1-Rezeptor, Heregulin-β1 aktiviert nachweislich den HER-3-Rezeptor 

(15, 138, 150). In den Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 war eine Tyrosinphosphorylierung 

des HER-3-Rezeptors nach auch einer EGF-Stimulation nachweisbar. In den PaTu-8988T- und 

BxPC3-Zellen kam es dagegen nur durch Heregulin-β1 zu einer Tyrosinphosphorylierung des 

HER-3-Rezeptors, nicht durch EGF. Möglicherweise wird in den murinen Zelllinien wird auf-

grund des nur gering nachweisbar exprimierten HER-1-Rezeptors durch eine Bindung von 

EGF auch die Heterodimerisierung mit HER-3 induziert, in den PaTu-8988T- und BxPC3-

Zellen, mit einer sehr starken HER-1-Expression dagegen wahrscheinlich die HER-1-Homo-

dimerbildung begünstigt (141, 172). Durch die nachfolgende Analyse der Phosphorylierung 

der Proteine Akt und MAPK und deren Beeinflussung durch spezifische Inhibitoren konnten 

die intrazellulären Signalwege in den einzelnen Zelllinien näher charakterisiert werden.  

In den murinen Zelllinien PDA-6606 und PDA-7265 wurde Akt durch die Stimulation mit EGF 

gar nicht (PDA-6606) bzw. nur sehr gering (PDA-7265) phosphoryliert. Der p-MAPK-Spiegel 

verzeichnete dagegen nach einer EGF-Stimulation in beiden Zelllinien einen deutlichen An-

stieg und konnte aber durch den Einsatz von PI3-Kinase-Inhibitoren geringfügig gehemmt 

werden. Obwohl damit eine mögliche geringfügige Aktivierung des HER-3-PI3-Kinaseweges 

durch die Stimulation mit EGF in diesen Zellen nicht vollständig ausgeschlossen werden kann, 

sprechen die Ergebnisse doch eindeutig für die Aktivierung der MAPK-Signalkaskade über 

den HER-1-Rezeptor. Nach Stimulation mit Heregulin-β1 war in der PDA-7265-Zelllinie ein 

erhöhter p-Akt-Spiegel nachweisbar, welcher aber nicht durch die PI3-Kinaseinhibitoren re-

duziert werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen für eine mögliche PI3-Kinase-unabhängige 

Phosphorylierung des Akt-Proteins (25, 89, 130). Auf die Phosphorylierung der MAPK hatte 
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die Gabe von HRG-β1 weder in den PDA-6606- noch in den PDA-7265-Zellen einen Effekt. 

Pinkas-Kramarski et al konnte mittels HRG-β1-Stimulation in HER-1/HER-3-exprimierenden 

Zellen zwar eine Tyrosinphosphorylierung der Rezeptoren induzieren, diese führte jedoch 

nicht zur Phosphorylierung der MAPK. Trotzdem konnte im anschließenden MTT-

Proliferationstest durch HRG-β1 in diesen Zellen eine Proliferation gemessen werden (141). 

Die in dieser Arbeit erhaltenen Messdaten Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen von 

Pinkas-Kramarski et al. 

In den PaTu-8988T-Zellen wurde durch die Stimulation mit EGF eine Tyrosinphosphorylie-

rung des HER-1-Rdezeptors induziert. Nachfolgend konnte in diesen Zellen ein Anstieg so-

wohl des p-Akt- als auch des p-MAPK-Spiegels gemessen werden, wobei p-Akt durch Wort-

mannin signifikant gehemmt werden konnte, p-MAPK jedoch nicht. In diesen Zellen aktiviert 

EGF wahrscheinlich die Signalleitung sowohl über den PI3Kinase/Akt-Weg durch eine mögli-

che Bindung an HER-1/HER-3-Heterodimere als auch über den MAPK-Weg, welcher bevor-

zugt durch den HER-1-Rezeptor angesprochen wird (99, 100, 145, 162, 172). Eine Stimulati-

on der PaTu-8988T-Zellen mit HRG-β1 führte in den Zellen ebenfalls zu erhöhten p-Akt und 

p-MAPK-Spiegeln. Die Hemmung beider Signalproteine (p-Akt, p-MAPK) durch den Einsatz 

von PI3-Kinaseinhibitoren und U0126 zeigt die spezifische Wechselwirkung, die zwischen 

dem PI3-Kinase- und dem MAPK-Signalweg besteht (93, 124).  

In der WT-Zelllinie BxPC3 wurde durch die Aktivierung der HER-1-Homodimere durch EGF 

eindeutig die Signalleitung über den MAPK-Weg induziert. Die Stimulation mit HRG-β1 akti-

vierte zwar eine Tyrosinphosphorylierung des HER-3-Rezeptors, hatte aber keinen Effekt auf 

die Akt-Phosphorylierung. Dafür war aber ein erhöhter p-MAPK-Spiegel messbar, der jedoch 

nicht durch Wortmannin gehemmt werden konnte. Diesen Effekt konnten auch andere Ar-

beitsgruppen beobachten (6, 20). Asano et al stellte dabei in einigen Pankreaskarzinomzellli-

nien (u. a. in BxPC3-Zellen) einen niedrigen MMAC/PTEN (Mutated in Multiple Advanced 

Cancers/Phosphatase and Tensin Homologue)-Level fest. MMAC/PTEN ist eine Phosphatase, 

welche die Produkte der PI3-Kinase dephosphoryliert und somit als natürlicher Antagonist 

wirkt. Seiner Meinung nach wird eine Aktivierung des PI3-Kinaseweges zum Teil auch durch 

eine reduzierte MMAC/PTEN-Expression reguliert (6).   

Die zelluläre Migration war in Abwesenheit externer Stimuli nur sehr gering, dabei migrier-

ten die BxPC3-WT-Zellen doppelt so stark, wie die Kras-mutierten Zelllinien. Durch die Zuga-

be der Wachstumsfaktoren EGF und HRG-β1 wurde die Migration in der murinen Zelllinien 

PDA-7265 deutlich, in den Zelllinien PDA-6606, PaTu-8988T und auch in der Wildtyp-

Zelllinie BxPC3 dagegen nur sehr gering stimuliert. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten 

zeigen, dass sich in Ras-transformierten Zellen die intrazellulären Signalprozesse Proliferati-
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on und Migration über den Rho-Signalweg gegenseitig negativ regulieren (9, 83, 157). Dies 

würde möglicherweise auch das in den hier durchgeführten Stimulationsversuchen beobach-

tete geringere Migrationsverhalten der Zellen im Gegensatz zur starken Proliferation erklä-

ren.  

Zusammengefasst konnte in diesen Zellversuchen gezeigt werden, dass trotz Vorliegen einer 

Kras-Mutation die Signaltransduktion der Familie der EGF-Rezeptoren durch externe Wachs-

tumsfaktoren aktiviert werden kann und dass diese Stimulation zusätzlich zur Kras-Mutation 

Einfluss auf Zellproliferation und Migrationseigenschaften von Pankreastumorzellen haben. 

Inwieweit eine Expression der Rezeptoren und Liganden der EGFR-Familie in den hier ver-

wendeten transgenen Tiermodellen eine Relevanz hat war Gegenstand der weiteren Untersu-

chungen.  

Zunächst wurden die transgenen Tiere näher charakterisiert und der Einfluss der Mutationen 

KrasG12D und Trp53R172H auf die Organentwicklung des Pankreas mittels Kleintier-Magnet-

resonanztomografie (-MRT) analysiert. Die Aufnahmen im Kleintier-MRT waren sehr gut ge-

eignet für die Früherkennung von beginnenden Veränderungen im Pankreas. Bereits in sehr 

jungen Tieren von vier bis sechs Wochen konnten in den MRT-Bildern erste auffällige Ver-

dichtungen des Gewebes beobachtet werden, welche anschließend histologisch nachweisbare 

Zellveränderungen aufwiesen. Zudem erlaubt diese Methode eine hochauflösende detaillierte 

Betrachtung des Organs aus verschiedenen Blickwinkeln und ermöglicht die nicht-invasive 

Darstellung von Veränderungen über längere Zeiträume.  

Durch das Vorhandensein der pankreasspezifischen KrasG12D/+-Mutation wurden in den Tie-

ren Gewebeveränderungen induziert, die signifikant das Größenwachstum des Pankreas be-

einflussten. Die zusätzlich eingebrachte pankreasspezifische Trp53R172H/+-Mutation steigerte 

diesen Wachstumseffekt zusätzlich. Die stark proliferativen Eigenschaften der Zellen wurden 

durch Ki67-Färbungen in den frühen pankreatischen Zellläsionen nachgewiesen und konnten 

auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet werden (72, 85, 183).  

Alle transgenen Tiere entwickelten im MRT erkennbare zystische Läsionen innerhalb des 

Pankreas, deren Anzahl und Größe mit dem Alter der Tiere zunahmen. Dabei wurden in den 

p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tieren mehr Pankreaszysten nachgewiesen als in den 

Tieren ohne die zusätzliche Trp53R172H-Mutation. Nach dem 12. Lebensmonat kam es in den 

p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren wieder zu einem Rückgang der Zystenanzahl, welcher jedoch 

mit einem zunehmenden Zystenvolumen verbunden war und möglicherweise durch das Ver-

schmelzen benachbarter Zysten zu erklären ist. Im Gegensatz zu den Tieren mit der alleinigen 

KrasG12D/+-Mutation entwickelten ausnahmslos alle Tiere des p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-

Trp53R172H/+-Genotyps einen soliden Tumor, ein Großteil der Tiere innerhalb der ersten sechs 
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Lebensmonate. Dabei beschränkte sich der Anteil des Tumorvolumens am gesamten Pankre-

asgewebe in über der Hälfte der Tiere auf unter 20 %.   

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit einer KrasG12D/+-Mutation die Zellproliferation 

fördert und dadurch Organveränderungen hervorruft, die jedoch nicht in der Ausbildung 

eines soliden Tumors resultieren. In dem hier verwendeten Modell sind diese proliferativen 

Ereignisse durch die Verwendung des p48-Promotors auf die pankreatischen Zellen be-

schränkt. Die Beobachtung, dass die Anwesenheit einer KrasG12D/+-Mutation proliferative Ver-

änderungen auslöst und damit ein initiales Ereignis der Tumorentwicklung darstellt, aber 

nicht per se zur Entwicklung eines soliden Pankreaskarzinoms führt, deckt sich auch mit den 

Beobachtungen von Hingorani et al (72). Bei seinen Untersuchungen entwickelten sich in den 

Tieren ohne zusätzliche Trp53R172H/+-Mutation nur vereinzelt und mit geringer Frequenz lokal 

invasive Adenokarzinome, die zudem erst im fortgeschrittenen Alter der Tiere auftraten (72). 

Er erklärte dies mit dem möglicherweise schrittweisen Erwerb zusätzlicher Mutationen im 

Laufe der Lebenszeit der Tiere, welche die bereits vorhandene KrasG12D/+-Mutation verstärken 

und einen zusätzlich tumorigenen Einfluss auf die Zellen ausüben (72, 183). Eine zusätzlich 

zum KrasG12D-Onkogen vorhandene Trp53R172H-Mutation reicht demnach bereits aus, die Ent-

wicklung vom präinvasivem zum invasiven Tumorstadium voranzutreiben, wohingegen eine 

heterozygote p53-Mutation ohne zusätzliche Mutationen, wie z. B. Kras weder die Ausbildung 

von Läsionen noch die Entstehung eines Pankreaskarzinoms induziert (3, 10, 73).  

In keinem der in dieser Arbeit untersuchten Tiere konnten, im Gegensatz zum Pdx-1-cre; LSL-

KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Maustumormodell von Hingorani et al (73), außerhalb des Pank-

reas weitere Tumore oder Metastasen festgestellt werden. Dies spiegelt möglicherweise die 

unterschiedliche Bedeutung der Promotoren Pdx-1 und p48 während der Embryonalentwick-

lung und der Ausbildung des Pankreas wieder (72, 94). Beide Gene sind essenziell für die 

Entwicklung der drei Hauptpankreaszelllinien (Azini, Inselzellen, Gangzellen) (76). Im Ge-

gensatz zum p48-Gen ist das Pdx-1-Gen jedoch auch in die Entwicklung des distalen Magens, 

des Duodenums und des Gallenganges involviert, was durch den Nachweis von KrasG12D in 

diesen Organen durch Hingorani et al bestätigt werden konnte (72, 76). Im adulten Organ 

wird die Expression des Pdx-1 in den exokrinen Zellen eingestellt und die p48-Expression 

aufrecht erhalten. Die Inselzellen dagegen behalten Pdx-1 und verlieren die p48-Expression 

(76). Diese differenzielle Expression könnte eine mögliche Ursache für das Ausbleiben der 

Metastasierung im hier verwendeten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell 

sein bzw. im Pdx-1-cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell eine Ansiedlung von Tu-

morzellen in anderen Geweben begünstigen und damit die Metastasierung fördern.  
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Im nächsten Schritt wurden die Pankreata der transgenen Tiere histologisch untersucht und 

mit Organen aus den Wildtyptieren verglichen. Dabei korrelierte die Zunahme sowohl in der 

betroffenen Fläche innerhalb des Pankreas als auch in der Größe der einzelnen Läsionen mit 

steigendem Alter der Tiere. Obwohl die pankreasspezifische KrasG12D/+-Mutation bereits mit 

Beginn der Embryonalentwicklung aktiviert wird und dann während der gesamten Lebens-

zeit der Tiere aktiv ist, waren in gleichaltrigen Tieren innerhalb vergleichbarer Zeiträume 

unterschiedlich große Läsionen im Pankreas nachweisbar. Diese Variabilität wurde mögli-

cherweise durch äußere Faktoren (Umweltfaktoren) beeinflusst. Die hier verwendeten Tiere 

wurden nicht isoliert in speziellen Stoffwechselkäfigen gehalten. Eine unterschiedliche Tier-

anzahl in den Käfigen sowie eine individuelle Nahrungsaufnahme bieten dem einzelnen Tier 

somit spezifische Umweltbedingungen, welche sich individuell auf das Tier auswirken kön-

nen. Der Zusammenhang von genetischen Faktoren und Umwelteinflüssen wird durch die 

Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe um Guerra deutlich (65). Sie konnten nachweisen, dass die 

Induktion einer Kras-Mutation in bereits erwachsenen Tieren weder ein Pankreaskarzinom 

noch die Bildung von PanIN-Läsionen auslöste. Induzierten sie in diesen Tieren jedoch zu-

sätzlich eine milde Pankreatitis, entwickelten diese das volle Spektrum an PanIN-Läsionen, 

sowie invasive pankreatische Karzinome (65).  

Alle hier untersuchten Tiere bildeten Läsionen unterschiedlichen Schweregrades aus, wobei 

nur in insgesamt 4 % der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere die hochgradigen PanIN-3-Läsionen 

festgestellt wurden und nur die Tiere mit einer zusätzlichen Trp53R172H/+-Mutation zeigten 

auch histologische Merkmale eines Adenkarzinoms. Die Schweregrade der Neoplasien korre-

lierten mit dem Alter der Tiere. In den jungen Tieren wurden nur PanIN-1A- und PanIN-1B-

Läsionen beobachtet, in den älteren Tieren auch zunehmend die höheren Dysplasiegrade 

PanIN-2 und PanIN-3. Auffällig war, dass sich ab dem neunten Lebensmonat in den p48+/cre; 

LSL-KrasG12D/+-Tieren der Schweregrad der zellulären Dysplasien wieder reduzierte. Dieser 

Rückgang korrelierte mit der Zunahme der Ausdehnung einzelner Läsionen, durch das Zu-

sammenwachsen benachbarter Gänge und daraus entstehender größerer Zystenstrukturen. 

Ein Nachlassen der Proliferation an den Rändern dieser größeren Gangläsionen wurde durch 

eine negative Ki67-Färbung der Zellen nachgewiesen. Diese Ergebnisse unterstützen zusätz-

lich die Vermutung, dass eine Kras-Mutation per se nicht zur Karzinombildung führt und zu-

sätzliche Mutationen nötig sind, die das Krankheitsbild verstärken (7, 73, 183). So bewirkt z. 

B. eine zum Kras zusätzliche Defizienz des CDKN2A (p16/INK4A/ARF) sehr schnell invasiv 

metastasierende Karzinome die bereits nach elf Wochen im Tiermodell zum Tod führen (3). 

Eine Deletion des Dpc4/Smad4 in Verbindung mit der Kras-Mutation hingegen fördert die 

Bildung muzinöser zystischer Neoplasien (MCN), welche mit einer Langzeitüberlebensrate 
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von 50 % bis 60 % eine weitaus bessere Prognose liefern (76, 84). Die Entstehung zystischer 

papillärer Neoplasien, ähnlich den intraduktalen papillären muzinösen Neoplasien (IPMN) 

des Menschen kann dagegen durch eine Überexpression von TGFα im Zusammenhang mit 

einer Kras-Mutation induziert werden (171).  

Es ist auch nicht auszuschließen, dass in den in dieser Arbeit verwendeten p48+/cre; LSL-

KrasG12D/+-Tieren zusätzliche Mutationen - wie z. B. die Deletion des Dpc4/Smad4 - auftraten, 

welche die Entwicklung der zystenreichen Pankreasstrukturen begünstigten. Eine sporadi-

sche endogene p53-Mutation in einigen p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren ist ebenfalls denkbar 

möglich und würde in diesen Fällen die Ausbildung der PanIN-3-Läsionen in einigen der Sie-

ben- und Neun-Monatstiere erklären. Trotzdem entwickelte kein p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tier 

ein Karzinom und die Ausbildung schwerer PanIN-Stadien, sowie die Entstehung sehr großer 

Zysten erfolgte nur in wenigen Tieren und auch erst in einem fortgeschrittenen Alter. Das 

alles spricht dafür, dass eine Akkumulation verschiedener genetischer Veränderungen über 

einen längeren Zeitraum nötig ist, die gemeinsam die Entstehung eines soliden Tumors über 

eine Dysplasie-Karzinom-Sequenz induzieren (siehe auch Abschnitt 1.1.2) (72, 78, 203).  

In den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tieren war eine zusätzliche heterozygote 

Trp53R172H/+-Mutation bereits verankert. Das führte in diesen Tieren zu einer schnelleren 

Ausbreitung pankreatischer Läsionen, zu einem vermehrten Auftreten von Zysten und zur 

Karzinomentstehung in allen Tieren dieses Genotyps. Auch hier ist die Akkumulation weite-

rer endogener Mutationen in einzelnen Tieren wahrscheinlich und würde die zeitliche Varia-

bilität der Tumorentstehung in den Tieren erklären. Durch genetische Untersuchungen von 

Zelllinien aus Primärtumoren und Metastasen des Pdx-1-Cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-

Mausmodells konnte Hingorani et al den Verlust der Heterozygotie des p53-Genes nachwei-

sen, in den PanIN-Läsionen hingegen wurde das mutierte Trp53R172H nur gelegentlich oder gar 

nicht nachgewiesen (73). Er erklärte dies durch die Anwesenheit des noch intakten Wildtyp-

Allels und einer damit verbundenen funktionierenden Proteindegradation. Seiner Hypothese 

nach ist der Verlust des intakten Wiltyp-p53-Allels und die damit einhergehende Manifestati-

on des mutierten Trp53R172H ein erforderlicher Schritt in der Tumorprogression (73).  

 

Zahlreiche Arbeitsgruppen beschäftigten sich mit dem zellulären Ursprung des Pankreaskar-

zinoms und stellten dabei eine starke Interaktion zwischen endokrinen und exokrinen Zellen 

fest. Dabei wurden Transdifferenzierungen von Insel- zu Gangzellen, Azinus- zu Gangzellen 

und Gang- zu Inselzellen sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet (8, 126, 132, 143).  

Um den zellulären Ursprung der Läsionen des Pankreasgewebes der hier verwendeten trans-

genen Tiere näher zu charakterisieren wurde eine immunhistochemische Analyse mit Synap-
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tophysin und Amylase durchgeführt. Synaptophysin wird von endokrinen Zellen synthetisiert 

und exprimiert (61, 197), Amylase dagegen von den exokrinen Azinuszellen gebildet (67, 

161). In allen Azinuszellen des gesunden Pankreasgewebes sowohl der Wildtyp- als auch der 

transgenen Tiere konnte eine Amylaseexpression nachgewiesen werden, in den Zellen der 

Pankreasläsionen war jedoch nur noch vereinzelt Amylase nachweisbar.  

Aufgrund des hier verwendeten p48-Promotors (Ptf1a) für die Lokalisation der Cre-

Rekombinase zur Aktivierung der KrasG12D/+-Mutation entstehen die pankreatischen Läsionen 

vermutlich vorwiegend aus den Azinuszellen. Das Ptf1a-Gen kodiert ein basic Helix-Loop-

Helix-Protein (bHLH, 48kD), welches als Bindungseinheit des trimeren Pankreastrans-

kriptonsfaktors 1 (Ptf1) dient. Er wird in Pankreasazinuszellen exprimiert und dient als 

Transkriptionsregulator exokrin spezifischer Gene in den Azinuszellen, wie z.B. Elastase-1 

und Amylase. Pft1a wird in vivo weder im endokrinen Gewebe, noch in Gangzellen exprimiert 

und lässt somit eine rein exokrine Funktion vermuten. Unterstützt wird diese Hypothese 

durch die Feststellung, dass Ptf1a-/- Mausembryos keine Azinuszellen, aber endokrine Zellen 

ausbilden (94). Durch die proliferativen Veränderungen der Azinuszellen verlieren diese 

vermutlich ihre exokrine Fähigkeit und reduzieren ihre Amylasesynthese. Ähnliches konnte 

auch Fanjul et al während einer azino-duktalen Transdifferenzierung beobachten (44). 

Neben einer vollständigen Färbung der Inselzellen konnte in 67 % der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-

Tiere auch eine Synaptophysin-Expression in vereinzelten duktalen Läsionen beobachtet 

werden. Dadurch lässt sich vermuten, dass die Pankreas-Läsionen in den hier verwendeten 

Tumormodellen teilweise auch aus Inselzellen entstanden sind.  

Auch hierfür könnte möglicherweise der pankreasspezifische p48-Promotor verantwortlich 

sein. Durch eine Expression des p48 in allen pankreatischen Vorläuferzellen, somit auch in 

den Inselzellen während der Organogenese wird möglicherweise die KrasG12D-Mutation auch 

in diesen Zellen aktiviert und induziert dann insuläre Proliferationen. In dem Mausmodell 

von Grippo et al. wird die Rolle des Promotors für die Aktivierung der Kras-Mutation deutlich. 

Er verwendete einen Elastasepromotor, woraufhin die Mäuse zystische Strukturen, Gangfor-

mationen und Neoplasien nur aus den Elastase-produzierenden Azinuszellen entwickelten, 

nicht aber aus anderen Pankreaszellen (64).  

 

In der hier vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der EGF-Rezeptorfamilie für die Tumorgenese 

des Pankreaskarzinoms untersucht werden. Dazu wurden die Pankreasgewebe aus den Tu-

mormodellen p48+/cre; LSL-KrasG12D/+ und p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+ mit Antikör-

pern gegen die vier HER-Rezeptoren und die ausgewählten Wachstumsfaktoren TGFα, HB-

EGF, Heregulin, Epiregulin, Amphiregulin und Cripto immunhistochemisch gefärbt. 
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Gegenüber den Wildtyptieren, in deren Gewebe kein Rezeptor nachweisbar war, kam es in 

den transgenen Tieren zu einer Steigerung der Expressionsraten der Rezeptoren HER-1, 

HER-3 und HER-4 vom präinvasiven Tumorstadium der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere hin zum 

massiv veränderten Gewebe der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere. Auch die 

Wachstumsfaktoren Amphiregulin, Epiregulin, Cripto und Heregulin waren in den p48+/cre; 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tieren häufiger exprimiert als in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-

Tieren.  

Eine Überexpression der Rezeptoren HER-1 und HER-3 ist mit einem fortgeschrittenem Tu-

morstadium assoziiert, fördert die Tumorprogression und verringert damit die Über-

lebensrate (50, 107). Die Expression von HER-4 ist mit einem höheren Differenzierungsgrad 

der Zellen assoziiert und ist in vielen Karzinomen verringert (88) bzw. wird bevorzugt von 

weniger aggressiven Tumoren exprimiert (208). In den untersuchten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-

Tieren wurden die Rezeptoren HER-3 und HER-4 insgesamt am häufigsten exprimiert und 

fanden sich auch in den höhergradigen Dysplasien PanIN-2 und PanIN-3 wieder. Der HER-1-

Rezeptor war dagegen nur in 18 % der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere und nur auf PanIN-1A 

und PanIN-1B-Zellen nachweisbar. Zudem wurde der HER-4-Rezeptor hauptsächlich auf den 

Tumorzellen nachgewiesen, die Rezeptoren HER-1 und HER-3 in etwa der Hälfte der p48+/cre; 

LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere nur auf den Zellen des peritumoralen Läsionsgewebes. 

Keines der untersuchten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere zeigte eine Rezeptor-

expression ausschließlich im Tumor ohne gleichzeitige Expression in den umliegenden Lä-

sionen. Somit tragen die Rezeptoren HER-1 und HER-3 vermutlich mehr zur Tumorentste-

hung bei und weniger zur Progression oder Proliferation bereits bestehender Tumorzellen.  

Im Gegensatz dazu wurde der HER-2-Rezeptor nur in 5 % der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tiere 

auf maximal PanIN-1B-Läsionen nachgewiesen und in keinem Tier mit einer zusätzlichen 

Trp53R172H-Mutation. Auch die Liganden TGFα und HB-EGF waren im Pankreasgewebe der 

Tiere mit der Trp53R172H-Mutation geringer exprimiert als im p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Modell 

und waren auch nicht auf den Tumorzellen nachweisbar. Die Arbeitsgruppe um Yamanaka et 

al konnten zwar in 45 % ihrer untersuchten Pankreaskarzinome eine HER-2-Überexpression 

nachweisen, dort allerdings nur in gut differenzierten Geweben (201). Pour et al beobachtete 

dagegen eine schwache und sehr heterogene Expression des Rezeptors auf Tumorzellen bzw. 

auf Zellen mit geringen Atypien. Er schlussfolgerte daraus, dass die Überexpression des HER-

2-Rezeptors ein frühes Ereignis der sich entwickelnden duktalen Adenokarzinome ist (143), 

was mit den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen übereinstimmen würde. 

Miyamoto et al assoziierte auch die HB-EGF-Expression in humanen Pankreaskarzinomen mit 

den frühen Tumorstadien (128) und Wang et al stellte fest, dass eine membrangebundene 
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pro-HB-EGF-Form die Zell-Zell-Kontakte fördert und dadurch die Zellmigration verhindert 

(193). Die Überexpression des TGFα ist dagegen mit einer schlechteren Patientenprognose 

assoziiert (107). Somit spricht das sehr geringe Vorkommen von TGFα, sowie die nachlas-

sende HB-EGF-Expression in den Tieren mit der zusätzlichen Trp53R172H-Mutation für eine 

bessere Prognose. Auch die Liganden Amphiregulin, Cripto, Epiregulin und Heregulin wurden 

in über der Hälfte der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere ausschließlich auf Zellen 

des peritumoralen Läsionsgewebes exprimiert nicht aber auf Tumorzellen. Das lässt in diesen 

Tieren auf eine möglicherweise wichtige Rolle dieser Faktoren für die Zelldifferenzierung zu 

Tumorzellen schließen und eine geringere Funktion in der Proliferation und Migration be-

reits bestehender Tumorzellen.  

Die Faktoren Amphiregulin und Cripto wurden aber auch in 10 % bzw. 25 % der Tiere allein 

auf Tumorzellen, ohne eine gleichzeitige Expression im peritumoralen Läsionsgewebe, aber 

auch ohne gleichzeitige Expression von EGF-Rezeptoren nachgewiesen. Hier ist es nicht aus-

zuschließen, dass diese Liganden in den Tumorzellen gebildet werden und parakrin auf das 

umliegende Gewebe wirken, um dort weitere zelluläre Veränderungen zu induzieren und die 

Tumorprogression voranzutreiben. Amphiregulin induziert das Tumorzellwachstum, Cripto 

hemmt die Zelldifferenzierung und fördert die zelluläre Migration und damit die Metastasie-

rung (1, 53, 191). Damit fördern diese beiden Faktoren die Proliferation und Ausbreitung 

eines Tumors und erhöhen dessen Aggressivität.  

Fasst man die hier erhaltenen Ergebnisse der Rezeptor- und Ligandenexpression zusammen 

und vergleicht sie mit dem bisherigen wissenschaftlichen Kenntnisstand, kann man davon 

ausgehen, dass sich in den hier verwendeten Tieren weniger aggressive Tumorformen aus-

bilden. Die fehlende Metastasierung in den Tieren unterstützt diese Hypothese.  

 

Anhand von Fluoreszenzfärbungen in den Pankreasgeweben konnte die Koexpression der 

einzelnen HER-Rezeptoren mit ihren Liganden nachgewiesen und dadurch auch deren spezi-

fische Wechselwirkung analysiert werden. Die Analyse der Fluoreszenzfärbungen in den 

p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren lässt keine signifikante Koexpression spezifischer Liganden mit 

bestimmten Rezeptoren erkennen, mit Ausnahme von TGFα, welcher nur mit HER-1 und 

HER-4 gefunden wurde. Allerdings konnte eine gehäufte Koexpression aller Liganden mit den 

Rezeptoren HER-3 und HER-4 beobachtet werden. In den Tumorzellen der p48+/cre; LSL-

KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere wurde dagegen eine Koexpression der Rezeptoren HER-1, 

HER-3 und HER-4 mit allen Liganden außer HB-EGF und TGFα beobachtet, wobei alle expri-

mierten Proteine in den Tieren gleichzeitig exprimiert waren.  
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Aus der Literatur ist bekannt, dass TGFα ausschließlich den HER-1-Rezeptor bindet. Dagegen 

sind die Liganden Epiregulin, Amphiregulin und HB-EGF in der Lage sowohl an den HER-1- 

als auch an den HER-4-Rezeptor zu binden und über Dimerbildung alle weiteren Rezeptoren 

zu aktivieren (145, 149, 170, 178). Die Hereguline haben eine starke Affinität zu den Rezep-

toren HER-3 und HER-4, der HER-1-Rezeptor hat jedoch keine Bindungsstelle für diese Prote-

ine (75, 152, 203). Damit ergibt sich aus der Koexpression in den Geweben der hier unter-

suchten transgenen Tiere eine Vielzahl an möglichen Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen. 

Für die frühen Läsionen PanIN-1A und PanIN-1B beschränkt sich dies auf die Rezeptordime-

re mit HER-1 und HER-2. In den PanIN-3-Läsionen findet man dagegen Wechselwirkungen 

von HER-4-Homodimeren mit sämtlichen Liganden. Es findet also während der Tumorpro-

gression in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren ein Wechsel der Rezeptorexpression und ver-

mutlich der Rezeptordimerbildung statt.  

Eine Überexpression des HER-1-Rezeptors sowie die Expression von HER-1/HER-4-

Heterodimeren sind mit einer schlechteren Patientenprognose assoziiert (107). Zusätzlich 

wird durch HER-1/HER-4-Heterodimere die zelluläre Proliferation erhöht (160, 208). Auch 

der HER-3-Rezeptor ist im kolorektalen- und im Pankreaskarzinom mit einer schlechteren 

Patientenprognose assoziiert, fördert den Krankheitsverlauf und verkürzt das postoperative 

Überleben (50, 92), dagegen ist die HER-4-Expression bevorzugt in weniger aggressiven Tu-

moren zu finden (208). Durch die fehlende Tyrosinkinaseaktivität des HER-3-Rezeptors wird 

dessen intrazelluläre Signalleitung nach Ligandenbindung durch die jeweiligen Dimerpartner 

bestimmt, was zu großen Signal-Unterschieden führt (4). So bewirkt eine Überexpression von 

HER-2/HER-3-Rezeptordimeren im Tiermodell aggressiv wachsende Tumore, die Expression 

von HER-1/HER-3-Dimeren ist dagegen vermutlich nicht tumorigen. Eine Überexpression 

von HER-3/HER-4-Rezeptordimeren induzierte im Tiermodell nur langsam wachsende Tu-

more (4). Eine gleichzeitig hohe Expression von HER-3/HER-4-Heterodimeren in Blasenkar-

zinomen zusammen mit einer HER1-Überexpression ist assoziiert mit einem verlängerten 

Überleben der Patienten im Gegensatz zu Patienten mit einer verringerter HER-3/HER-4-

Dimerexpression (120).  

Eine unterschiedliche Wirkungsweise der Rezeptoren HER-3 und HER-4 zeigt sich auch in 

der neuronalen Entwicklung. Während der HER-3-Rezeptor im pränatalen Stadium im peri-

pheren und der HER-4-Rezeptor im zentralen Nervensystem exprimiert sind, findet man 

nach der Geburt ein genau umgekehrtes Bild. Gleichzeitig ist die neuronale Differenzierung 

von einer Herunterregulation des HER-3-Rezeptors und einer Hochregulation des HER-4-

Rezeptors begleitet, was dafür spricht, dass HER-3 die Proliferation und HER-4 die Differen-

zierung der Zellen reguliert (140). Die Expression von HER-3/HER-4-Rezeptordimeren sti-
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muliert die Zellteilung (141), wohingegen die Aktivierung des HER-4-Rezeptors durch die 

Bindung von Heregulin und HB-EGF die Differenzierung der Zellen fördert und gleichzeitig 

antiproliferativ wirkt (160).  

Legt man all diese Erkenntnisse zugrunde kann man davon ausgehen, dass der in den hier 

verwendeten Tumormodellen beobachtete Wechsel der Rezeptorexpression von HER-1 in 

den geringgradigen Dysplasien zu den Rezeptoren HER-3 und HER-4 in den höhergradigen 

Dysplasien der Tumorprogression in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren die Entstehung von 

weniger aggressiven, langsam proliferierenden Tumoren begünstigt. Das gleichzeitige Auftre-

ten der Rezeptoren HER-1, HER-3 und HER-4 in den Tumoren der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-

Trp53R172H/+-Tiere verbessert möglicherweise die Prognose der Tiere und verlängert deren 

Überleben.  

 

Die Rezeptoren HER-2, HER-3 und HER-4, sowie alle der hier untersuchten Liganden wurden 

in den p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tieren auch von Inselzellen exprimiert. Die Analyse der Koexp-

ression lässt auf eine mögliche Wechselwirkung der Rezeptoren HER-3 und HER-4 mit den 

Liganden Amphiregulin, Heregulin und HB-EGF schließen.  

Diese Ergebnisse könnten auf eine wichtige Rolle der Inselzellen bei der Entstehung von Lä-

sionen hindeuten, welche durch den Nachweis der Synaptophysin-Expression im Läsionsge-

webe bereits angedeutet wurde. Durch die Überexpression von EGF-Rezeptoren erhalten die 

Inselzellen möglicherweise zusätzliche Wachstums- und Differenzierungssignale, die die 

Transdifferenzierung der Inselzellen vorantreiben. Die Bedeutung der EGF-Rezeptoren für 

die Entwicklung von Inselzellen, deren Differenzierung und Proliferation wurde von ver-

schiedenen Arbeitsgruppen bereits untersucht. Dabei konnte z. B. nachgewiesen werden, 

dass der HER-3-Rezeptor während der Embryonalentwicklung des Pankreas exprimiert ist 

und entsprechende knock-out Mäuse einen anormalen Pankreas entwickeln und bereits am 

Tag 13,5 des Embryonalstadiums sterben. (126). Mäuse mit einem knock out der Rezeptoren 

HER-2 und HER-4 sterben dagegen am Tag 10,5 des Embryonalstadiums aufgrund anderer 

schwerer Defekte. Da die Pankreasentwicklung erst nach diesem Zeitpunkt beginnt, ist ihre 

Bedeutung für die Organogenese bisher nicht geklärt (126).  

Die Expressionsmuster von HB-EGF ähneln denen des inselzellspezifischen PDX-1-

Transkriptionsfaktors mit einer Manifestation in den endokrinen Pankreaszellen (90). Zu-

sätzlich spielt es eine essenzielle Rolle im Glukose-Stoffwechsel der Inselzellen (147), was 

den Nachweis von HB-EGF auf 97 % der Inselzellen der untersuchten Wildtyptiere erklärt. 

Eine Überexpression von sekretiertem HB-EGF führt zur Ausbildung von hyperplastischen 

Gang- und Azinus-Läsionen, eine Membran gebundene HB-EGF-Form bewirkt diese Verände-
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rungen innerhalb der Inseln (147). TGFα wird von duktalen Zellen, Azini und Inselzellen des 

fetalen und adulten Pankreas gebildet und reguliert dort die Gangzellproliferation und Diffe-

renzierung der Zellen (82, 194). Eine Überexpression des TGFα resultiert daher ebenso wie 

die Überexpression des HB-EGF in einer Transdifferenzierung von Azini zu Gangzellen (126). 

Die Faktoren Betacellulin und Neuregulin (Heregulin) sind zudem in die Inselzelldifferenzie-

rung zu β- und δ-Zellen involviert (82).  

Die in den Inselzellen beobachtete Überexpression der Wachstumsfaktoren legt die Vermu-

tung nahe, dass Inselzellen durch Sezernierung von Wachstumsfaktoren benachbarte Azini 

oder Gangzellen parakrin stimulieren und sie dadurch zur Proliferation oder Differenzierung 

anregen können. So fanden sich die Wachstumsfaktoren HB-EGF, Amphiregulin, Heregulin 

und Cripto häufig auf Inselzellen neben HER-1-, HER-3- und HER-4-exprimierenden Ganglä-

sionen, in einigen Tieren auch neben HER-2-exprimierenden Gangläsionen (außer Cripto).  

Das einzelne Wachstumsfaktoren parakrin auf weitere Zellen einwirken können zeigen die 

Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die 

membrangebundene pro-HB-EGF-Form in der Lage ist, Nachbarzellen zu stimulieren (128). 

Sowohl Amphiregulin als auch HB-EGF haben im Gegensatz zu den anderen Liganden eine 

Heparinbindungsstelle. Sie können leichter an der Zelloberfläche akkumulieren und durch 

Bindung an Heparinsulfat-Proteoglykane den HER-1-Rezeptor aktivieren (204). Sie erhöhen 

beispielsweise auch die Bildung von Epiregulin, welches dann wiederum die Expression der 

Liganden TGFα und auch HB-EGF und Amphiregulin induziert (138, 169, 170, 191). 

 

Anhand der hier erhaltenen Ergebnisse aus den Expressionsanalysen der EGF-Rezeptoren 

und ihrer Liganden lässt sich die Komplexität dieses Signalnetzwerkes erkennen. Die beo-

bachtete Expressionsänderung der HER-Rezeptoren und ihrer Liganden im Zusammenhang 

mit den zellulären- und Gewebeveränderungen unterstützt die Vermutung, dass die HER-

Rezeptoren eine zentrale Rolle für die Tumorgenese spielen. Dennoch wurden in dem hier 

verwendeten Tumormodell einige Unterschiede zu den bisherigen Ergebnissen anderer Ar-

beitsgruppen festgestellt. So wurden die Rezeptoren HER-1 und HER-2 im Gegensatz zu zahl-

reichen Untersuchungen in humanen Pankreaskarzinomen hier nur in den geringen Dyspla-

siegraden PanIN-1A und PanIN-1B nachgewiesen und der HER-2-Rezeptor auch nicht von 

Tumorzellen exprimiert, dagegen wurde in 67 % der Karzinomzellen eine HER-4-Expression 

gemessen. Diese Unterschiede sind möglicherweise durch das hier verwendete Tumormodell 

begründet. Die für dieses Tiermodell verwendeten KrasG12D- und Trp53R172H-Mutationen füh-

ren in den Tieren zu zystischen Veränderungen bzw. weniger aggressiven nicht metastasie-

renden Tumoren. Im Gegensatz dazu findet man im Menschen meist aggressive metastasie-
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rende Pankreasadenokarzinome. Andererseits können die in dieser Arbeit gefundenen Er-

gebnisse auch neue Ansätze in der Tumortherapie bieten. Die meisten bisher verwendeten 

alternativen Therapien richten sich gegen die Rezeptoren HER-1 und HER-2 und haben in der 

Behandlung der Pankreaskarzinome noch zu keinem nennenswerten Erfolg geführt. Die HER-

1 Tyrosinkinaseinhibitoren Erlotinib und Gefitinib führten in Kombination mit einer Gemci-

tabin-Chemotherapie bei den Patienten nur zu einem marginalen Überlebensvorteil von 

durchschnittlich 0,4 Monaten gegenüber einer Einzelbehandlung mit Gemcitabin. Die Be-

handlungen mit Antikörpern Erbitux (Cetuximab bzw. IMC-C225) oder Matuzumab (EMD-

72000) waren bisher erfolglos (30, 35, 43, 81, 199). Ganz andere Ergebnisse erhielt man da-

gegen in Zellkulturversuchen und Tumorzell-implantierten Mausmodellen. Dort führte z. B. 

die Behandlung mit den Antikörpern zu einer signifikanten Reduktion der Tumorzellprolife-

ration, verbunden mit einer Hemmung der Vaskularisierung und Metastasierung; Chemothe-

rapeutika oder Radiotherapien verstärkten diesen Effekt zusätzlich (23, 63, 112, 137, 181). 

Die Diskrepanz zwischen den klinischen Studien und experimentellen Versuchen macht die 

Notwendigkeit von endogenen Tumormodellen für die Erforschung von Antitumortherapien 

deutlich. Dabei spielt sicherlich auch die Wahl des Tumormodells eine entscheidende Rolle. 

In dem hier verwendeten Modell wurden die Mutationen KrasG12D und Trp53R172H verwendet. 

Im kolorektalen Karzinom ist die Kras-Mutation eng mit einer Resistenz gegenüber anti-

EGFR-Therapien assoziiert. Sie führt zu einem geringerem Überleben und verstärkt die Tu-

morgenese (33, 86, 98, 115). Andererseits ist die Kras-Mutation nur in 35-45 % dieser 

Nonresponder vorhanden und eine geringe Anzahl von Patienten reagierte auch in Gegen-

wart einer Kras-Mutation auf die Therapie (11, 16). Im NSCLC (non small lung cancer) ist die 

Reaktion auf eine anti-EGFR-Therapie dagegen unabhängig vom Kras-Status (11, 31, 74) und 

auch im Pankreaskarzinom konnte bisher noch kein Zusammenhang zwischen der Kras-

Mutation und einer möglichen Resistenz gegenüber anti-EGFR-Therapien nachgewiesen 

werden. Im Gegenteil, die Arbeiten von Jimeno et al und Labouret et al konnten zeigen, dass 

auch Kras-mutierte Pankreastumore auf die Behandlung mit Erlotinib bzw. eine Kombinati-

onstherapie aus Antikörpern gegen HER-1 und HER-2 ansprachen (87, 112). Somit scheint 

die Anwesenheit einer Kras-Mutation nicht allein ausschlaggebend für den geringen Erfolg 

der anti-EGFR-Therapien in den Pankreaskarzinompatienten zu sein, wodurch sich erneut 

die Frage nach der zusätzlichen Rolle des Signalnetzwerkes der HER-Rezeptoren stellt. Be-

sonders deutlich wird das durch die Arbeit von Mohammed et al. Er behandelte Mäuse des 

auch hier verwendeten p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Tumormodells ab der sechsten Lebenswoche 

mit dem anti-HER1-Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib und untersuchte den Einfluss auf die 

Entwicklung neoplastischer Läsionen. Die Tiere zeigten 62 % weniger PanIN-1-, 41 % weni-
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ger PanIN-2- und 7 % weniger PanIN-3-Läsionen (129). Die in der hier vorliegenden Arbeit 

gefundene überwiegende Expression des HER-1-Rezeptors in den geringen Dysplasiegraden 

unterstützt die Ergebnisse von Mohammed et al. Dadurch wird aber auch die Notwendigkeit 

nach einer sehr frühzeitigen Diagnostik und nach weiteren alternativen Therapien gegen die 

anderen EGFR-Familienmitglieder deutlich. Einen wichtigen Ansatz bietet möglicherweise 

der HER-3-Rezeptor, welcher auch in der hier vorliegenden Arbeit in überexprimierter Form 

gefunden wurde. In Lungenkarzinomen korreliert die HER-3-Expression mit einem verbes-

serten Ansprechen auf den EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib (31, 41, 52, 198). Ande-

rerseits schützt er vor einer 17-DMAG (HSP 90-Inhibitor, führt zum HER-2-Verlust) induzier-

ten Radiosensitivität (37) und moduliert die Resistenzentwicklung bei einer Cetuximab-

Behandlung (32, 196, 200). Möglicherweise spielt weniger die Überexpression des Rezeptors 

als seine Fähigkeit den PI3Kinase-Signalweg zu aktivieren eine Rolle. So sind PI3Kinase-

Inhibitoren in der Lage, unabhängig vom Kras-Status die Radiosensitivität der Tumorzellen in 

vivo zu steigern (101). Ebenso kann durch eine zusätzliche Gabe von PI3Kinase-Inhibitoren 

eine durch Gemcitabin induzierte Apoptose sowohl in vitro als auch in vivo gesteigert werden 

(20, 134). Ng et al empfiehlt daher eine Dreifach-Therapie aus EGFR-Inhibitor, PI3Kinase-

Inhibitor und Chemotherapie (134).  

Neben der Rezeptorexpression ist möglicherweise aber auch die Expression bestimmter Li-

ganden ausschlaggebend für die Effektivität einer Anti-Tumor-Therapie. In Gefitinib-

sensitiven Lungenkarzinomzelllinien führte die Gefitinib-Behandlung z.B. zu einer Reduktion 

der spezifischen Überexpression von Amphiregulin und Epiregulin (31). In Patienten mit 

kolorektalen Karzinomen korrelierte die Überexpression von Amphiregulin und Epiregulin 

mit einem verbesserten Ansprechen auf eine Cetuximab-Therapie und einer längeren pro-

gressionsfreien Zeit (98). Jimeno et al untersuchte die Genexpression von Erlotinib-sensitiven 

Pankreaskarzinomen und fand dabei unter anderen die Liganden HB-EGF, TGFα, Epiregulin 

und Heregulin überexprimiert (87). In den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Geweben 

waren zwar die Liganden Epiregulin und Heregulin überexprimiert, die Expression von HB-

EGF und TGFα verringerte sich dagegen mit der Tumorprogression. Somit wären die hier 

vorgefundenen Tumore laut den Aussagen von Jimeno et al nur teilsensitiv gegenüber einer 

Erlotinib-Behandlung.  

Der Vergleich der durch die vorliegende Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit den Erkenntnis-

sen anderer Arbeitsgruppen zeigt die Individualität und Vielfalt der Prozesse, die zur Entste-

hung und zum Wachstum von Pankreastumoren beitragen können. Diese Arbeit verdeutlicht 

auch die Notwendigkeit einer Analyse individueller Expressionsprofile vor Beginn einer Anti-
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tumorbehandlung, damit die therapeutischen Agenzien gegen das EGFR-System spezifisch 

eingesetzt und somit ihre Effizienz erhöht werden kann. 
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5 Zusammenfassung 

 

Neben Umweltfaktoren, wie z. B. Alkohol, Nikotin, Diabetes und einer chronischen langjähri-

gen Pankreatitis beeinflussen verschiedene Mutationen (PRSS1, CDKN2A, BRCA2, p53, Kras), 

die die Entstehung und Progression eines Pankreaskarzinoms. Mit einer durchschnittlichen 

Lebenserwartung von vier bis sechs Monaten nach der Diagnosestellung und einer Fünf-

Jahres-Überlebensrate von lediglich sechs bis acht Prozent hat diese Krankheit eine extrem 

schlechte Prognose. Aufgrund der geringen chirurgischen Möglichkeiten bei fortgeschritte-

nem Stadium konzentriert sich die Behandlung auf chemotherapeutische, radiotherapeuti-

sche und alternative Maßnahmen (Antikörperbehandlung, niedermolekulare TKIs), die auf 

der Ebene der Tumorproliferation angreifen. Einen großen Schwerpunkt in der Karzinombe-

handlung bildet dabei das Signalnetzwerk der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren 

(EGFR), die zelluläre Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Zellmotilität und das Überle-

ben der Zelle regulieren. Eine Überexpression von EGF-Rezeptoren wurde in vielen malignen 

Veränderungen gefunden, welche auch im Zusammenhang mit der Entwicklung von Resis-

tenzen gegenüber Radio- bzw. Chemotherapien zu stehen scheint. Viele Therapeutika gegen 

das EGFR Signalnetzwerk befinden sich zurzeit in der klinischen Testphase, zeigten jedoch 

bisher nur marginale Überlebensvorteile für die behandelten Patienten. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor-

familie während der Tumorgenese des Pankreaskarzinoms bei Vorliegen einer Kras-Mutation 

näher zu untersuchen. Dadurch sollte der Nutzen einer Therapie gegen die EGF-Rezeptoren 

bei der Tumorbehandlung bestimmt werden. Für diese Untersuchungen wurden zwei trans-

gene Mausmodelle ausgewählt. Das p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell von Hingorani et al 

und ein p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Mausmodell. In beiden Tiermodellen kommt 

es zu endogenen pankreasspezifischen Veränderungen, die durch die Kras-Mutation hervor-

gerufen und in dem zweiten Modell durch die zusätzliche p53-Mutation verstärkt werden.  

In Zellkulturanalysen konnte nachgewiesen werden, dass auch bei Vorliegen einer Kras-

Mutation die Signaltransduktion der EGF-Rezeptoren durch externe Wachstumsfaktoren zu-

sätzlich aktiviert wird und einen Einfluss auf die Zellproliferation und Migration haben kann. 

Somit kann auch die Expression der EGFR-Familie in den hier verwendeten transgenen Tier-

modellen eine Rolle bei der Tumorgenese spielen.  

Im Folgenden wurden die beiden transgenen Tiermodelle hinsichtlich der Auswirkungen der 

pankreasspezifischen Mutationen KrasG12D und Trp53R172H mittels Kleintier-MRT-Messungen 
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und histologischer Methoden näher untersucht und miteinander verglichen. Alle transgenen 

Tiere entwickelten zystische Läsionen, deren Anzahl und Größe mit steigendem Alter zu-

nahm. Dabei zeigten die Tiere mit der zusätzlichen Trp53R172H-Mutation stets mehr Verände-

rungen, ein größeres Organvolumen und entwickelten zusätzlich einen soliden nicht meta-

stasierenden Tumor. Eine zum KrasG12D-Onkogen zusätzliche Trp53R172H-Mutation reicht also 

aus, den Weg vom präinvasiven PanIN-Stadium zum invasiven Tumorstadium voranzutrei-

ben. Alle untersuchten Tiere bildeten Läsionen unterschiedlichen Schweregrades aus, wobei 

in den jungen Tieren vorwiegend die geringen Dysplasiegrade PanIN-1A und PanIN-1B beo-

bachtet wurden. Mit zunehmendem Alter wurden auch die höheren PanIN-2-Läsionen beo-

bachtet, eine schwere PanIN-3-Läsion wurde dagegen nur in sehr wenigen Tieren nachgewie-

sen.  

Anschließend wurde die Expression der Wachstumsfaktor-Rezeptoren HER-1 bis HER-4 so-

wie der Liganden Amphiregulin, Heregulin, HB-EGF, Cripto, TGFα und Epiregulin in einzelnen 

Stadien der pankreasspezifischen Veränderungen analysiert, um deren Bedeutung für die 

Tumorgenese des Pankreaskarzinoms zu bewerten. Mittels immunhistochemischer Untersu-

chungen konnte eine Zunahme der Expressionsraten der Rezeptoren HER-1, HER-3, HER-4 

sowie der Liganden Amphiregulin, Epiregulin, Heregulin und Cripto vom prämalignen 

p48+/cre; LSL-KrasG12D/+-Mausmodell zu den Tumorgeweben mit der zusätzlichen Trp53R172H-

Mutation festgestellt werden. Im Gegensatz dazu verringerte sich die Expression des HER-2-

Rezeptors und die der Liganden HB-EGF und TGFα mit Zunahme der zellulären Veränderun-

gen. Die Expression der Rezeptoren korreliert mit den Dysplasiegraden der Zellen in den 

duktalen Läsionen. Dabei wurden die Rezeptoren HER-1 und HER-2 nur zu Beginn der Tu-

morentstehung in Zellen mit PanIN-1A- und PanIN-1B-Läsionen exprimiert, die Rezeptoren 

HER-3 und HER-4 überwiegend im späteren Verlauf der Tumorprogression in den höhergra-

digen Dysplasien PanIN-2 und PanIN-3. Zudem lag die Expressionsrate des HER-4-Rezeptors 

in den Tumoren der p48+/cre; LSL-KrasG12D/+; LSL-Trp53R172H/+-Tiere deutlich über denen der 

Rezeptoren HER-1 und HER-3. Bei den Wachstumsfaktoren konnte keine Korrelation zwi-

schen deren Expression und den zellulären Dysplasiegrad festgestellt werden. Zusätzlich 

konnte die Expression der Rezeptoren HER-2, HER-3 und HER-4, sowie aller untersuchten 

Liganden (außer TGFα) auf den Inselzellen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse, sowie 

der Nachweis des endokrinen Inselzellmarkers Synaptophysin in einigen Zellen der duktalen 

Strukturen indiziert, dass einige dieser Läsionen durch Transdifferenzierung auch aus Insel-

zellen entstanden sind.  

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfärbungen konnte die Koexpression der EGF-Rezeptoren 

ihren Liganden in den Läsionen sowie eine gleichzeitige Koexpression in benachbarten Ge-
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weben gezeigt werden. Dadurch lässt sich eine mögliche autokrine oder parakrine Wechsel-

wirkung der jeweiligen Proteine in diesem System vermuten, die Proliferation oder Transdif-

ferenzierungsprozesse steuern oder beeinflussen können. Ferner wurde auch eine gleichzei-

tige Expression mehrerer Liganden in einzelnen morphologischen Strukturen festgestellt, 

wobei eine spezifische Assoziation bestimmter Wachstumsfaktoren zu bestimmten Rezepto-

ren jedoch nicht nachgewiesen werden konnte.  

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Rezeptoren HER-3 und 

HER-4 in den hier verwendeten Tumormodellen möglicherweise eine größere Rolle in der 

Tumorgenese spielen, als die Rezeptoren HER-1 und HER-2. Dies steht im Gegensatz zu vielen 

Untersuchungen in humanen Geweben und ist möglicherweise in der einheitlichen geneti-

schen Prädisposition der hier verwendeten Modelle begründet. Dennoch zeigt sich die Bedeu-

tung dieser beiden Rezeptoren in der Genese von Pankreaskarzinomen und zeigt die Not-

wendigkeit der Entwicklung therapeutischer Agenzien gegen diese EGFR-Mitglieder. Die hier 

gewonnenen Ergebnisse zeigen auch die Individualität einzelner Tumore die aus einem Ge-

webe entstehen und verdeutlichen die Notwendigkeit einer Protein-Expressionsanalyse vor 

Beginn einer Antitumorbehandlung. Dadurch können Therapeutika gegen z. B. das EGFR-

System spezifischer eingesetzt, ihre Effizienzen erhöht, Nebenwirkungen reduziert werden 

und unnötige bzw. wirkungslose Therapien vermieden werden.  
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