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Abkürzungsverzeichnis 
 

AA adulte Azinuszellen 

ADM azinär-duktale Metaplasie 

ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 

CSC Tumorstammzellen, cancer stem cells 

DAMPs Schadensassoziierte molekular Muster, damage-associated molecular patterns 

EA embryonalen Azinuszellen 

ECM extrazelluläre Matrix 

E/F Mausmodell: Ptf1aCre; Rosa26-LSL-EWSR1/FLI1 

EMT epitheliale-mesenchymale Transition 

fl flox 

HB Hepatoblastom 

HCC Hepatozelluläres Karzinom 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HPF Hauptgesichtsfeld, high power field 

K* Mutiertes Kras 

KC Pankreastumormausmodell: Ptf1aCre;LSL-KrasG12D 

KO Knockout 

KPC Pankreastumormausmodell: Ptf1aCre;LSL-KrasG12D;Tp53fl/+ 

PanINs pankreatisch intraepitheliale Neoplasie 

PDAC duktales Adenokarzinom des Pankreas, pancreatic ductal adenocarcinoma 

PRC1 polycomb repressor complex 1 

PSCs pankreatischen Sternzellen, pancreatic stellate cells 

TC Pankreastumorzellen, tumor cells 

TSS Transkriptionsstart 
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2. Einleitung 

Komplexe Prozesse und Signalwege, die bei der Embryonalentwicklung zu einer kontrollierten 

Vermehrung von embryonalen Stammzellen führen, werden zu einem gewissen Grad bei der 

Tumorentstehung reaktiviert. Während embryonale Stammzellen zur Differenzierung fähig sind 

und die Zellteilung gestoppt wird, haben Tumorzellen diese Eigenschaften verloren. Embryonale 

Tumore, wie das Hepatoblastom, treten im Kindesalter auf und entwickeln sich wahrscheinlich 

durch Defekte in der Ausdifferenzierung der embryonalen Stammzellen. Bei adulten Tumoren, 

wie dem Pankreaskarzinom, verlieren normale Körperzellen ihren Differenzierungsstatus und 

teilen sich unkontrolliert. Die korrekte Regulierung von Differenzierungsmechanismen ist auch 

bei der Geweberegeneration ein wichtiger Prozess. Bei einer Schädigung des exokrinen 

Pankreasgewebes besitzen pankreatische Azinuszellen die Fähigkeit zur Dedifferenzierung und 

Zellproliferation, um zerstörtes Parenchym zu ersetzen. Hierbei unterliegen die Azinuszellen 

einer azinär-duktalen Metaplasie (ADM), die von einer Stilllegung von Differenzierungsgenen und 

einer Reaktivierung von Progenitorgenen geprägt ist. 

Weitere Faktoren, wie immunregulatorische Signalwege oder extrazelluläre Matrixproteine, die 

aufgrund einer fibrotischen Reaktion sezerniert werden, bestimmen neben dem Schweregrad 

der Pankreatitis auch das Regenerationsverhalten der Azinuszellen. Interessanterweise tritt eine 

ADM Formierung auch bei der Onkogen-vermittelten Pankreaskarzinogenese als initialer Schritt 

in der Tumorentstehung auf. Mutiertes KRAS ist hierbei ein spezifisches Onkogen für die 

Entwicklung eines Pankreaskarzinoms und kann bei fast allen Pankreaskarzinompatienten 

nachgewiesen werden.  

Neben der Onkogen-vermittelten Karzinogenese sind epigenetische Mechanismen für die 

Tumorentstehung hoch relevant. Die Anreicherung von DNA Methylierung im Promoterbereich 

von Tumorsuppressorgenen fördert die Tumorentstehung. Wichtige embryonale Signalwege 

sind in Tumorzellen durch die epigenetische Inaktivierung von inhibierenden 

Signalwegskomponenten aktiviert. Gleichzeitig werden Differenzierungsgene über repressive 

Histonmodifikationen epigenetisch stillgelegt und Progenitorgene über aktivierende 

Histonmodifikationen exprimiert. Diese epigenetischen Veränderungen tragen entscheidend zur 

Tumorentstehung und -progression bei. Ein wichtiges Merkmal der epigenetischen 

Veränderungen ist jedoch, dass diese reversibel sind und Angriffspunkte für therapeutische 

Interventionen sein können. Die Behandlung von Tumorzellen mit epigenetischen 

Medikamenten kann zum Beispiel eine erhöhte Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika 

hervorrufen. Epigenetische Veränderungen bei der Geweberegeneration und der Onkogen-
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vermittelten Tumorentstehung im Pankreas und in anderen Tumoren sind wichtige 

Forschungsschwerpunkte, die zum Verständnis der Tumorentstehung beitragen und neue 

Ansätze für Therapien bieten. 

Abbildung 1: Übersicht über Differenzierungswege in embryonalen und adulten Tumoren. Blaue Box: 

Epigenetische Veränderungen bestimmen offene oder geschlossene Chromatinkonformationen, reguliert 

durch Histontrimethylierung (Me3), -acetylierung (Ac), oder -ubiquitinierung (Ub). DNA-Methylierungen im 

Promoterbereich unterbinden die Expression von Zielgenen. Embryonale Tumore, wie das 

Hepatoblastom, entstehen wahrscheinlich aufgrund einer fehlerhaften Differenzierung von hepatischen 

Vorläuferzellen. Im Pankreas besitzen Azinuszellen regenerative Eigenschaften nach einer Pankreatitis 

und unterliegen einer azinär-duktalen Metaplasie. Diese können als Vorläuferzellen über weitere 

Dedifferenzierungsschritte und durch die Expression von mutiertem KRAS zu Tumorzellen progressieren. 
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3. Aktueller Stand der Forschung 

Bei der Embryonalentwicklung des Pankreas differenzieren sich pankreatische Vorläuferzellen, 

abhängig von ihrem Transkriptionsprofil, in Azinuszellen, duktale Zellen oder Inselzellen. 

Azinuszellen und duktale Zellen bilden das exokrine Kompartiment des Pankreas, dessen 

Hauptaufgabe die Produktion und Sezernierung von inaktiven Vorstufen der Verdauungsenzyme 

(Trypsin, Amylase, Lipase) sind. Inselzellen unterteilen sich in α-, β-, δ- und F-Zellen und bilden 

die endokrine Komponente, die für die Regulation des Blutzuckerspiegels verantwortlich ist (Witt 

2013). Die Aktivierung und Expressionslevel verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B. 

PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), PTF1a (pancreas associated transcription factor 

1a), RBPJ (recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region) und RBPJL 

(RBPJ like) bestimmen während der Organogenese den Differenzierungsgrad der 

Vorläuferzellen und die spätere Zellidentität. PDX1 wird in sehr frühen pankreatischen 

Vorläuferzellen exprimiert und ist im adulten Organ ein wichtiger Faktor für die Expression von 

β-Zellgenen. Die Azinuszelldifferenzierung wird hingegen über die Ausbildung eines 

PTF1A/RBPJ Komplexes initiiert und im weiteren Verlauf der Zellreifung wird im Komplex RBPJ 

durch RBPJL ausgetauscht. Der Komplex ist für die Aktivierung verschiedener Azinuszellgene 

verantwortlich und führt zu einer vollständigen Differenzierung der Azinuszellen (Benitez, 

Goodyer et al. 2012). Die Expression von HNF1B (HNF1 homeobox B) und SOX9 (SRY-box 

transcription factor 9) reguliert die Differenzierung in duktale Pankreaszellen (Reichert and 

Rustgi 2011). Neben der intrinsischen Regulation durch Transkriptionsfaktoren bestimmen 

ebenfalls extrinsische Signale und Zell-Zell Interaktionen die Organogenese des Pankreas. Die 

sich entwickelnden Pankreas- und Leberanlagen sind von verschiedenen mesenchymalen 

Geweben umgeben, welche Signalmoleküle sezernieren und sowohl Einfluss auf die 

pankreatische/hepatische, als auch auf die endokrine/exokrine Differenzierung nehmen  (Puri 

and Hebrok 2010). Wichtige entwicklungsbiologische Signalwege, wie der WNT-Signalweg, 

regulieren die Ausbildung der unterschiedlichen Organanlagen und verhindern eine vorzeitige 

Differenzierung der Vorläuferzellen, indem sie die Zellen in einem undifferenzierten und 

proliferativen Zustand halten (Puri and Hebrok 2010). Interessanterweise werden viele 

biologische Prozesse, die bei der Embryonalentwicklung der Organanlagen eine wichtige Rolle 

spielen, bei der Pankreatitis-induzierten Geweberegeneration und bei der Onkogen-vermittelten 

Tumorentstehung im Pankreas und in embryonalen Tumoren, wie dem Hepatoblastom, wieder 

aufgegriffen.  

Die Pankreatitis, ausgelöst durch z.B. übermäßigen Alkoholkonsum, Rauchen, Gallensteine oder 

genetische Faktoren, ist eine inflammatorische Erkrankung des Pankreas, wobei sich 
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wiederholte akute Verläufe in eine chronische Erkrankung manifestieren können. Jedoch ist das 

Pankreas auch zur Geweberegeneration fähig. Die akute Pankreatitis mit nachfolgender 

Geweberegeneration kann im Mausmodell nachgestellt werden. Wiederholte intraperitoneale 

Injektionen mit dem Cholecystokinin-Analogon Cerulein in supraphysiologischen Dosen 

bewirken eine vorzeitige Aktivierung der Verdauungsenzyme in den Azinuszellen und den 

Selbstverdau des Organs. Die partielle Zerstörung des Pankreasparenchyms durch 

Azinuszellapoptosen und -nekrosen löst im weiteren Verlauf eine inflammatorische und 

fibrotische Reaktion aus (Murtaugh and Keefe 2015). Ohne weitere pathologische Einflüsse sind 

die verbleibenden Azinuszellen zur Geweberegeneration fähig. Hierbei unterliegen die 

Azinuszellen einer azinär-duktalen Metaplasie (ADM) und können proliferieren (Kong, Bruns et 

al. 2018). In den ADM Zellen werden Progenitorgene aus der Embryogenese, wie Pdx1, Rbpj und 

Sox9 reaktiviert, während Azinuszell-Differenzierungsgene, wie Ptf1a und Rbpjl, abgeschaltet 

werden (Jensen, Cameron et al. 2005). Mausmodelle haben gezeigt, dass wichtige 

Komponenten aus den entwicklungsbiologisch-relevanten Wnt-, Hedghog- oder Notch-

Signalwegen entscheidend zur ADM Bildung beitragen (Fendrich, Esni et al. 2008, Siveke, 

Lubeseder-Martellato et al. 2008, Morris, Cano et al. 2010). Zusätzlich regulieren 

inflammatorische und fibrotische Reaktionen den Verlauf der Entzündung und der Regeneration. 

Sogenannte damage-associated molecular patterns (DAMPs) sind Moleküle, die von den 

zerstörten Azinuszellen abgegeben werden und damit eine Immunantwort initiieren, bei der 

Leukozyten wie Makrophagen oder Neutrophile rekrutiert werden (Gukovsky, Li et al. 2013). Die 

Ausschüttung verschiedener Signalmoleküle durch Leukozyten und durch gestresste 

Azinuszellen aktiviert wiederum die Transdifferenzierung von mesenchymalen, pankreatischen 

Sternzellen (pancreatic stellate cells, PSCs) zu Myofibroblasten, die extrazelluläre Matrix (ECM) 

Proteine sezernieren und damit die fibrotische Reaktion bei der Pankreatitis definieren (Apte, 

Pirola et al. 2015). Die Funktion der Pankreasfibrose bei der Pankreatitis und anschließenden 

Pankreasregeneration ist immer noch weitgehend unverstanden. Nach etwa einer Woche bildet 

sich die fibroinflammatorische Reaktion im Cerulein-Mausmodell zurück, die ADM Zellen haben 

sich zu Azinuszellen redifferenziert und die Regeneration des Pankreas ist abgeschlossen.  

Die beschriebene Plastizität von Azinuszellen bei regenerativen Ereignissen hat dazu geführt, 

dass die Azinuszelle in den Fokus als tumor-initiierende Zelle für das duktale Adenokarzinom 

des Pankreas (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) gerückt ist. Lineage-tracing 

Experimente in konditionellen Mausmodellen, mit Cre-Rekombinase Expression unter dem 

Azinuszellpromoter Ptf1a, konnten belegen, dass Azinuszellen unter onkogenem Stress entarten 

können (Morris, Cano et al. 2010, Kopp, von Figura et al. 2012). Bei der Expression von mutiertem 
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Kras während der Pankreas-Organogenese unterliegen die Azinuszellen einer ADM Formierung 

und 20% der Tiere entwickeln ein PDAC (Hingorani, Petricoin et al. 2003). Im Gegensatz dazu 

sind ausdifferenzierte Azinuszellen refraktär gegenüber mutiertem Kras. Das Pankreas von 

induzierbaren konditionellen Mausmodellen ist nach aktivierter Expression von mutiertem Kras 

im adulten Pankreas völlig unauffällig. Erst nach Cerulein-induzierter ADM Formierung 

entwickeln die Tiere Vorläuferläsionen und PDAC (Guerra, Schuhmacher et al. 2007, Benitz, 

Straub et al. 2019). Wie schon bei der Pankreasregeneration ist die Aktivierung von 

Progenitorgenen, wie Rbpj, Pdx1, Sox9 und die Inaktivierung von azinären 

Differenzierungsgenen, wie Ptf1a, Rbpjl und Bhlha15 (Mist1) ein wichtiger Schritt in der 

Tumorentstehung (Storz 2017). KRAS Mutationen wurden in über 90% aller Tumorproben von 

Patienten mit PDAC detektiert und sind bereits in Vorläuferläsionen, sogenannten PanINs 

(pankreatisch intraepitheliale Neoplasie), nachweisbar. Mehrheitlich tritt die Mutation im Exon 

2, Codon 12 (KRASG12D) des KRAS Gens auf, was zu einer fortlaufenden Aktivierung des RAS/ERK 

Signalweges führt. Die konstitutive Aktivierung des Signalweges fördert die Zellteilung und 

begünstigt eine Entartung und Dedifferenzierung von Pankreaszellen (Lohr, Kloppel et al. 2005, 

Regel, Hausmann et al. 2016). Mutiertes KRAS wird zwar als wichtigster Faktor in der 

Entstehung von Pankreaskarzinomen beschrieben, allerdings führt die Expression von 

onkogenem KRAS nicht zwangsläufig zur Tumorentstehung. Etwa 20% der älteren Bevölkerung 

weisen KRAS Mutationen auf (Luttges, Reinecke-Luthge et al. 1999, Yan, McFaul et al. 2005), 

doch nur sehr wenige Personen (ASR-Inzidenz: 7,7/100.000) entwickeln ein Pankreaskarzinom. 

Daher stellt sich die Frage, welche Faktoren die Entstehung eines Karzinoms zusätzlich 

begünstigen. Neben KRAS Mutationen sind beim Pankreaskarzinom die Gene CDKN2A (p16), 

TP53 und SMAD4 am häufigsten genetisch verändert.  

Generell wird die Tumorentstehung durch das Zusammenspiel von genetischen und 

epigenetischen Veränderungen ausgelöst und beschleunigt. Epigenetische Modifikationen, wie 

DNA Methylierungen oder Histonmodifikationen, bestimmen die Chromatinkonformation. 

Offenes Chromatin wird für eine aktive Transkription benötigt, während eine geschlossene 

Chromatinkonformation die Genexpression unterdrückt. Spezifische Histonmodifikationen, wie 

zum Beispiel die Trimethylierung von Lysin 4 am Histon H3 (H3K4me3) oder die Acetylierung 

von Lysin 9 und 27 am Histon H3 (H3K9ac, H3K27ac) sind charakteristische Marker für offenes 

Chromatin und eine aktive Transkription. Im Gegensatz dazu findet man DNA Methylierung, oder 

auch Histonmodifikationen, wie die Trimethylierung von Lysin 27 am Histon H3 (H3K27me3), 

oder auch Ubiquitinierung von Lysin 119 an Histon H2A (H2AK119ub) bei stillgelegten 

Genregionen. Verschiedene epigenetische Komplexe mit einer Vielzahl von regulatorischen 
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Komponenten katalysieren die epigenetischen Modifikationen (Zhang, Cooper et al. 2015). Sie 

regulieren somit das Transkriptionsprofil einer Zelle und bestimmen deren Differenzierungsgrad 

und die Zellidentität (Flavahan, Gaskell et al. 2017). Insbesondere bei embryonalen Tumoren, 

wie dem Hepatoblastom, sind epigenetische Veränderungen neben β-Catenin Mutationen ein 

starker onkogener Stimuli (Tomlinson and Kappler 2012). Es wurden sowohl DNA 

Hypomethylierungen an Enhancer Regionen, als auch DNA Hypermethlyierungen an CpG Inseln 

in Promoterbereichen spezifischer Gene beschrieben (Carrillo-Reixach, Torrens et al. 2020, 

Nagae, Yamamoto et al. 2021). Das DNA Methylierungsmuster des IGF2/H19 Genlokus im 

Hepatoblastom ähnelt der Signatur fetaler Lebervorläuferzellen, was darauf hindeutet, dass sich 

die Tumore aufgrund fehlender Differenzierungsereignisse ausbilden (Nagae, Yamamoto et al. 

2021). Interessanterweise wurden epigenetische Veränderungen für eine Vielzahl von Tumoren 

beschrieben, allerdings hat man sich beim Pankreaskarzinom bisher auf die Auswirkungen der 

genetischen Mutationen konzentriert. Erst in den letzten Jahren sind epigenetische 

Mechanismen beim Pankreaskarzinom stärker in den Fokus gerückt. Aufgrund der Reversibilität 

der epigenetischen Modifikationen stellen sie eine mögliche Zielstruktur für therapeutische 

Interventionen dar (Pichlmeier and Regel 2020). 
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4. Eigene Ergebnisse und Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext  

Ziel der hier zusammengefassten Arbeiten ist die Untersuchung von epigenetischen 

Veränderungen und weiteren regulatorischen Mechanismen bei Dedifferenzierungs- und 

Differenzierungsereignissen in verschiedenen Tumorerkrankungen und in Pankreatitis-

induzierten regenerativen Prozessen. Ein wichtiger Aspekt in der Tumorentstehung und 

Tumorprogression ist die epigenetische Stilllegung von spezifischen Differenzierungsfaktoren 

und die Aktivierung embryonaler Signalwege sowohl in embryonalen als auch in adulten 

Tumoren.  Embryonale Tumore, wie das Hepatoblastom, entwickeln sich aus Vorläuferzellen, in 

denen entwicklungsbiologische Signalwege aktiv bleiben; die Zellen können nicht mehr in 

somatische Zellen ausdifferenzieren. Im Gegensatz dazu werden bei adulten Tumoren 

Dedifferenzierungsprozesse aktiviert, die denen in der Embryonalentwicklung ähneln. In eigenen 

Arbeiten konnten wir aufzeigen, dass embryonale Signalwege wie der WNT-Signalweg beim 

embryonalen Hepatoblastom und auch beim adulten Pankreaskarzinom, eine wesentliche Rolle 

spielen. Die Aktivierung des WNT-Signalwegs ist im Hepatoblastom auf eine epigenetische 

Stilllegung von WNT-Signalwegsinhibitoren zurückzuführen. Die Herunterregulation des WNT-

Inhibitors secreted frizzled related protein 1 (SFRP1) wird unter anderem über DNA-Methylierung 

hervorgerufen und fördert z.B. die Tumorzellproliferation (Regel, Eichenmuller et al. 2020). 

Interessanterweise ist beim Hepatoblastom ebenfalls der Signalwegsinhibitor insulin-like growth 

factor binding protein 3 (IGFBP3) epigenetisch ausgeschaltet (Regel, Eichenmuller et al. 2012). 

IGFBP3 bindet normalerweise den wichtigen Wachstumsfaktor insulin-like growth factor 2 

(IGF2) und unterdrückt somit die Signalwegsaktivität (Adamek and Kasprzak 2018). Ein Verlust 

des genetischen Imprintings am IGF2/H19-Lokus fördert aufgrund der Überexpression von IGF2 

zusätzlich die Tumorentstehung. Im Pankreaskarzinom konnten wir in einer Studie nachweisen, 

dass Tumorzellen mit einer erhöhten WNT-Signalwegsaktivität Eigenschaften für einen 

aggressiveren Tumorzellphänotyp aufwiesen (Ilmer, Boiles et al. 2015).  

Die zelluläre Dedifferenzierung ist ein wichtiger Phänotyp in der Karzinogenese und tritt 

ebenfalls in regenerativen Prozessen, wie z.B. nach induzierter Pankreatitis, auf. In eigenen 

Arbeiten konnten wir belegen, dass bei der Regeneration des exokrinen Pankreasgewebes 

transiente epigenetische Veränderungen in den Azinuszellen auftreten, die für eine ADM Bildung 

mit Progenitor-ähnlichem Phänotyp verantwortlich sind. Hierbei wurden insbesondere 

Transkriptionsfaktoren, die die Azinuszelldifferenzierung regulieren, über die Anreicherung der 

repressiven Histonmodifikation H2AK119ub epigenetisch stillgelegt (Benitz, Regel et al. 2016). 

In einer darauffolgenden Studie haben wir gezeigt, dass die Aktivierung der katalytischen 

Komponente ring finger protein 2 (Ring1b) aus dem polycomb repressor complex 1 (PRC1) für 
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die Anreicherung von H2AK119ub und für die Dedifferenzierung der Azinuszellen bei der ADM 

Bildung verantwortlich ist. In diesem Zustand und beim Vorliegen von Kras Mutationen können 

die ADM Zellen zu Tumorzellen entarten und ihre epigenetische Signatur weiter verändern. In 

den generierten konditionellen Ring1b Knockout Mäusen war die ADM Bildung jedoch stark 

unterdrückt. Die Azinuszellen verblieben nach induzierter Pankreatitis in einem 

ausdifferenzierten Zustand und trotz onkogener Kras Expression entwickelten die Tiere keine 

Pankreastumore (Benitz, Straub et al. 2019). Wir konnten somit nachweisen, dass die 

epigenetisch regulierte Dedifferenzierung von Azinuszellen entscheidend für die 

Pankreastumorentstehung ist.  

Eigene Daten haben ebenfalls gezeigt, dass die spezifische Expression von onkogenem Kras 

wichtig für die Pankreaskarzinogenese ist. Bei der Expression eines anderen Onkogens in den 

Azinuszellen, wie z.B. dem EWSR1-FLI1 Onkogen, verlieren die Zellen zwar ihren 

Differenzierungsstatus und bilden ADMs, jedoch entwickelt das pankreas-spezifische, 

konditionelle EWSR1-FLI1 Mausmodell keine Pankreastumore (Fahr, Sunami et al. 2020). Die 

epigenetischen Modifikationen spielen allerdings nicht nur bei der Tumorentstehung eine 

wichtige Rolle. Die epigenetischen Veränderungen, die sich im Laufe der Tumorprogression 

anreichern, bestimmen im Wesentlichen auch den Phänotyp der Tumorzellen. In einem 

aktuellen Projekt haben wir herausgefunden, dass die beschriebenen molekularen 

Pankreaskarzinom Subtypen (classical und basal-like PDAC, zusammengefasst in (Regel, 

Mayerle et al. 2020)) unterschiedliche Histonacetylierungsmuster aufweisen. Hierbei sind 

insbesondere Gene betroffen, die in Tumor-relevante zelluläre Prozesse eingreifen und die 

Zellcharakteristika des jeweiligen Subtyps bestimmen (Zhou, Pichlmeier et al., noch nicht 

publizierte Daten). Ein entscheidender Aspekt ist jedoch, dass epigenetische Veränderungen 

reversibel sind und somit eine geeignete Zielstruktur für therapeutische Ansätze sein können. In 

einer vorrangegangen experimentellen Studie konnten wir zeigen, dass Magenkarzinom-

Tumorzellen nach der Behandlung mit einem HDAC (histone deacetylase) Inhibitor sensitiver auf 

ein Chemotherapeutikum reagierten (Regel, Merkl et al. 2012). 

Im Gegensatz zur Tumorentstehung ist die Ausbildung von ADMs während der Pankreatitis-

induzierten Regeneration transient und im Mausmodell differenzieren sich die ADM Zellen nach 

einigen Tagen zurück zu Azinuszellen. Im Allgemeinen entsteht die Pankreatitis durch eine 

vorzeitige Aktivierung von Verdauungsenzymen in den Azinuszellen und eine Zerstörung des 

exokrinen Gewebes. Dabei wird eine Entzündungsreaktion durch die Ausschüttung von DAMPs 

ausgelöst. Hierbei konnten wir in eigenen Studien nachweisen, dass ein globaler Verlust des Toll-

like Rezeptor 3 (Tlr3) eine starke Azinuszellnekrose hervorruft und zu einer erhöhten 
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Entzündungsreaktion im Pankreas führt. Der Tlr3 Signalweg ist somit ein wichtiger Faktor, um 

eine überschießende Entzündungsreaktion bei der Pankreatitis einzudämmen (Regel, Raulefs et 

al. 2019). Interessanterweise folgt auf die Entzündung im Pankreas eine fibrotische Reaktion 

durch die Aktivierung von PSCs zu Myofibroblasten und die Sezernierung von ECM Proteinen. 

Fehlt ein wichtiger Faktor der ECM, wie z.B. Periostin, ist bei der Pankreatitis-induzierten 

Regeneration die Redifferenzierung der ADM Zellen in Azinuszellen gestört und es kommt zur 

Atrophie des exokrinen Gewebes (Hausmann, Regel et al. 2016). Die bisherigen Erkenntnisse, 

dass aktivierte PSCs hauptsächlich für die Pankreasfibrose verantwortlich sind, ist vorrangig auf 

in vitro Versuche zurückzuführen. Isolierte PSCs in der Zellkultur verändern sehr schnell ihren 

Phänotyp zu Myofibroblasten und exprimieren wichtige Fibrosemarker (Apte, Pirola et al. 2015). 

Ein in vivo Beweis, dass die Pankreasfibrose vorrangig durch aktivierte PSCs hervorgerufen wird, 

könnte z.B. durch lineage-tracing Experimente erbracht werden; dies steht jedoch immer noch 

aus. In einer aktuellen Studie untersuchen wir im akuten und chronischen Pankreatitis 

Mausmodell, inwieweit neben PSCs weitere Zellen im Pankreas mit mesenchymalem Ursprung 

an der Pankreasfibrose beteiligt sind (Fahr, Köpke et al., noch nicht publizierte Arbeit). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

13 
 

4.1. Einfluss von epigenetisch-regulierten embryonalen Signalwegen auf die 

Tumorprogression 

 

IGFBP3 impedes aggressive growth of pediatric liver cancer and is epigenetically silenced in 

vascular invasive and metastatic tumors. Regel, I., M. Eichenmuller, S. Joppien, J. Liebl, B. 

Haberle, J. Muller-Hocker, A. Vollmar, D. von Schweinitz, and R. Kappler, Mol Cancer, 2012. 11: 

p. 9. 

 

Das Hepatoblastom (HB) ist ein embryonaler Lebertumor im frühen Kindesalter, der beim 

Auftreten von Metastasen und Gefäßinvasion mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. In 

früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Überexpression des insulin-like growth factors 

2 (IGF2) und der Verlust des genetischen Imprintings am IGF2/H19-Lokus gemeinsame 

Merkmale von HB sind. Dies weist darauf hin, dass die IGF-Achse eine entscheidende Funktion 

bei der Entwicklung von Hepatoblastomen einnimmt. In unserer Studie untersuchten wir die 

funktionelle Relevanz und den epigenetischen Status des insulin-like growth factor binding 

protein 3 (IGFBP3) in pädiatrischen Lebertumoren. Hierbei konnten wir aufzeigen, dass das 

IGFBP3 Gen in normalem Lebergewebe stark exprimiert wurde, jedoch in vier HB-Zelllinien und 

in der Mehrheit der Gewebe der pädiatrischen Lebertumore stark herunterreguliert war 

(Abbildung 2).  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Genexpression und DNA Methylierung des Tumorsuppressors IGFBP3 in HB. (A) Relative 

Genxpression von IGFBP3 zum Standardgen TBP in HB (schwarz) und pädiatrischen HCC (orange) 

Tumoren und in normalem Lebergewebe. (B) Überlebenskurve (overall survival, OS) von 33 

Lebertumorpatienten stratifiziert nach Methylierungsstatus von IGFBP3. Graphiken entnommen und 

modifiziert aus (Regel, Eichenmuller et al. 2012).   
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Eine detaillierte DNA-Methylierungsanalyse ergab, dass der IGFBP3 Promoterbereich eine starke 

Anreicherung von methyliertem Cytosin in CpG Inseln aufwies. Interessanterweise trat die 

IGFBP3 Promoter-Methylierung vor allem bei metastasierten pädiatrischen Lebertumoren mit 

vaskulärer Invasion auf und war mit einer schlechten Prognose assoziiert (Abbildung 2). Die 

epigenetische Stilllegung von IGFBP3 in den HB-Zelllinien konnte durch die Behandlung der 

Zelllinien mit dem DNA-Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-2'-Desoxycytidin aufgehoben werden. 

Die Wiederherstellung der IGFBP3-Expression in den HB-Zelllinien führte zu einer reduzierten 

Koloniebildung, Migration und Invasion der Tumorzellen. Diese Studie lieferte den ersten 

direkten Beweis dafür, dass die epigenetische Reaktivierung von IGFBP3 die aggressiven 

Eigenschaften von pädiatrischen Lebertumorzellen verringert, und dass die IGFBP3 

Promotermethylierung als Indikator für gefäßinvasives Tumorwachstum bei Lebertumor-

Patienten im Kindesalter verwendet werden könnte. 

 

Downregulation of SFRP1 is a protumorigenic event in hepatoblastoma and correlates with beta-

catenin mutations. Regel, I., M. Eichenmuller, U.M. Mahajan, B. Hagl, S. Benitz, B. Haberle, C. 

Vokuhl, D. von Schweinitz, and R. Kappler, J Cancer Res Clin Oncol, 2020. 146(5): p. 1153-1167. 

 

Sowohl das Hepatoblastom (HB), als auch das pädiatrische hepatozelluläre Karzinom (HCC) 

sind die häufigsten bösartigen Lebertumore im Kindesalter. Beide Tumorarten weisen 

genetische und epigenetische Veränderungen im WNT/β-Catenin-Signalweg auf, der in der 

Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle spielt. Die Tumore zeigen eine hohe Rate an β-

Catenin Mutationen und Veränderungen der Genexpression verschiedener WNT-Antagonisten. 

Die Rolle des WNT-Inhibitors secreted frizzled related protein 1 (SFRP1) wurde allerdings bisher 

nicht untersucht. In unserer Studie konnten wir nachweisen, dass SFRP1 in allen untersuchten 

HB-Zelllinien durch DNA-Promoter-Methylierung herunterreguliert war. Die induzierte 

Überexpression von SFRP1 in HB-Zelllinien verringerte die Proliferation, die Koloniebildung und 

das Migrationspotenzial der Tumorzellen. Darüber hinaus zeigten die HB-Zelllinien mit 

überexprimiertem SFRP1 eine verringerte WNT/β-Catenin-Signalwegsaktivität und eine 

verminderte Expression von WNT-Zielgenen. Um den Nutzen von SFRP1 als Biomarker bei 

pädiatrischen Lebertumoren zu bewerten, haben wir die Genexpression und den DNA-

Methylierungsstatus von SFRP1 in 45 pädiatrischen Lebertumorproben untersucht (Abbildung 

3). Die Korrelationsanalyse verschiedener klinischer Parameter und Tumormerkmale ergab eine 

signifikante Korrelation der reduzierten SFRP1-Expression mit dem Vorhandensein von 

mutiertem β-Catenin. Der Methylierungsstatus von SFRP1 wurde darüber hinaus mit einem 
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Lebertumortyp mit HCC-ähnlichen Merkmalen, TERT-Mutationen und einem höheren Alter bei 

der Diagnose assoziiert (Abbildung 3). Insgesamt zeigen unsere Daten, dass die epigenetische 

Stilllegung des WNT/β-Catenin-Antagonisten SFRP1 einen wichtigen Einfluss auf das maligne 

Verhalten von HB-Zellen hat. Obwohl die SFRP1-Methylierung ein häufiges Ereignis in HCC-

ähnlichen pädiatrischen Lebertumoren ist, muss das Potenzial als prognostischer oder 

diagnostischer Biomarker weiter untersucht werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Herunterregulation des Tumorsuppressors SFRP1 als tumorförderndes Ereignis. (A) 

Normalisierte Genexpression von SFRP1 in Lebertumoren (TU) im Vergleich zu normalem Lebergewebe 

(NL). (B) Darstellung der SFPR1 Genexpression und des Promoter Methylierungsstatus (schwarz: 

unmethyliert, grün: methyliert). (C) Korrelationsanalyse des SFRP1 Methylierungsstatus zum Tumortyp 

und zum TERT Mutationsstatus. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Regel, Eichenmuller et al. 

2020).  
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RSPO2 Enhances Canonical Wnt Signaling to Confer Stemness-Associated Traits to Susceptible 

Pancreatic Cancer Cells. Ilmer, M., A.R. Boiles, I. Regel, K. Yokoi, C.W. Michalski, Wistuba, II, J. 

Rodriguez, E. Alt, and J. Vykoukal, Cancer Res, 2015. 75(9): p. 1883-96. 

 

Bei vielen Tumorentitäten stellen Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSC) eine enorme 

klinische Herausforderung dar, da sie sich einer therapeutischen Intervention entziehen und 

somit für das Wiederauftreten von Tumoren nach einer Behandlung verantwortlich sind. In der 

aufgeführten Arbeit konnten wir eine kleine Subpopulation von Pankreastumorzellen mit hoher 

intrinsischer Wnt-Aktivität identifizieren, die CSC Eigenschaften wie Therapieresistenz und 

Metastasierung zeigten, und ebenfalls Marker für eine epitheliale-mesenchymale Transition 

(EMT) aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigte eine Tumorzell-Subpopulation mit geringer Wnt-

Aktivität eine erhöhte Expression von Differenzierungsmarkern und geringere Tumorgrößen im 

subkutanen Mausmodell (Abbildung 4). Der Wnt-Ligand R-Spondin 2 (RSPO2) scheint für Tumor-

spezifische Eigenschaften wichtig zu sein, da er in Pankreastumorgeweben im Vergleich zu 

Pankreas-Normalgewebe hochreguliert ist und insbesondere in Tumorzellen mit hoher WNT-

Aktivität stark exprimiert wird. Stimuliert man PDAC Tumorzellen mit RSPO2 zeigen diese eine 

erhöhte Tumorzellsphärenbildung, ein charakteristisches Merkmal für CSCs. Die Inhibierung des 

WNT-Signalweges in Kombination mit Standard-Chemotherapeutika könnte eine neue Strategie 

sein, um CSCs und andere Tumorzellen gleichermaßen zu behandeln.  

 

Abbildung 4: Hochregulation vom Wnt-Signalweg in PDAC Tumorstammzellen. (A) Von murinen 

Pankreastumorzellen wurden Zellen mit hoher (high) und niedriger (low) CD24/44 Expression isoliert. (B) 

Normalisierte Genexpression von WNT und EMT Markergenen in murinen Pankreastumorzellen mit 

hohem und niedrigem CD24/44 Level. (C) Tumorigenes Potenzial von humanen Pankreastumorzelllinien 

mit hoher (GFP high) und niedriger (GFP low) WNT Signalwegsaktivität wurden im subkutanen Xenograft 

Mausmodell untersucht. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Ilmer, Boiles et al. 2015). 
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4.2. Auswirkung der epigenetischen Stilllegung von Differenzierungsgenen in der 

Tumorentstehung und epigenetische Inhibitoren für therapeutische Interventionen 

 

Polycomb repressor complex 1 promotes gene silencing through H2AK119 mono-ubiquitination 

in acinar-to-ductal metaplasia and pancreatic cancer cells. Benitz, S., I. Regel*, T. Reinhard, A. 

Popp, I. Schaffer, S. Raulefs, B. Kong, I. Esposito, C.W. Michalski, and J. Kleeff, Oncotarget, 2016. 

7(10): p. 11424-33.  

 

Die azinär-duktale Metaplasie (ADM), die sowohl bei der Cerulein-vermittelten Pankreatitis als 

auch bei der Pankreastumorentstehung auftritt, wird von weitreichenden Veränderungen im 

Transkriptionsprofil der Azinuszellen begleitet. Die Azinuszellen schalten die Expression von 

Differenzierungsgenen aus und reexprimieren Gene, die normalerweise in embryonalen 

Vorläuferzellen des Pankreas zu finden sind. Frühere Studien haben gezeigt, dass Azinuszellen 

für eine onkogene Transformation zu Tumorzellen sensibilisiert werden, wenn ein Verlust von 

Azinuszell-spezifischen Transkriptionsfaktoren vorliegt. Allerdings ist der Mechanismus der 

transkriptionellen Inaktivierung der Differenzierungsgene bei der ADM und Tumorentstehung im 

Pankreas weitgehend unbekannt.  

 

Abbildung 5: Anreicherung von H2AK119ub während der Pankreaskarzinogenese. (A, B) 

Immunhistochemische Färbung und Quantifizierung positiv gefärbter Kerne pro Hauptgesichtsfeld (high 

power field, HPF) von Ring1b und H2AK119ub von Pankreasgeweben aus 3, 10 und 20 Wochen (w) alten 

KPC Mäusen, mit normaler Pankreasmorphologie (3w), ADM Bildung (10w) und PDAC (20w). (C) 

Bestimmung der H2AK119ub Anreicherung mittels Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) in der 

Promoterregion der Gene Ptf1a, Rbpj und Rbpjl in isolierten Azinuszellen, 3D-kultivierten ADM und 

Tumorzellen. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Benitz, Regel et al. 2016).  
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In dem aufgeführten Projekt konnten wir nachweisen, dass das Polycomb-Repressor Komplex 

1 (PRC1) Protein Ring Finger Protein 2 (Ring1b) und dessen katalysierte Histonmodifikation 

H2AK119ub in ADM und Tumorzellen eines Pankreastumor Mausmodells (KPC: Ptf1aCre;LSL-

KrasG12D;Tp53fl/+) stark erhöht vorlagen (Abbildung 5). Mit Hilfe von Chromatin-

Immunpräzipitationen (ChIP) gegen die repressiven Histonmodifikationen H3K27me3 und 

H2AK119ub konnten wir in in vitro erzeugten ADMs und isolierten murinen Tumorzellen 

feststellen, dass wichtige Azinuszellgene, wie Ptf1a und Rpbjl, die den Transkriptionskomplex 

Ptf1-L kodieren, in ADMs und in Tumorzellen epigenetisch stillgelegt waren (Abbildung 5). In 

dieser Arbeit wurde somit zum ersten Mal gezeigt, dass Azinuszell-Differenzierungsgene in ADM 

und Pankreastumorzellen über epigenetische Mechanismen unterdrückt werden und damit die 

Dedifferenzierung von Azinuszellen in der Pankreaskarzinogenese unterstützen.  

 

Ring1b-dependent epigenetic remodelling is an essential prerequisite for pancreatic 

carcinogenesis. Benitz, S., T. Straub, U.M. Mahajan, J. Mutter, S. Czemmel, T. Unruh, B. 

Wingerath, S. Deubler, L. Fahr, T. Cheng, S. Nahnsen, P. Bruns, B. Kong, S. Raulefs, G.O. Ceyhan, 

J. Mayerle, K. Steiger, I. Esposito, J. Kleeff, C.W. Michalski, and I. Regel, Gut, 2019. 68(11): p. 

2007-2018. 

 

Neben gut charakterisierten genetischen Veränderungen ist die Dedifferenzierung von 

Azinuszellen eine wichtige Voraussetzung für die Pankreaskarzinogenese. Azinuszell-

spezifische Gene, die die Zellhomöostase kontrollieren, werden während der Tumorentstehung 

weitgehend herunterreguliert. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch nur 

unzureichend verstanden. Mit Hilfe einer in vitro-generierten Sequenz der 

Pankreaskarzinogenese haben wir epigenetische Veränderungen in embryonalen Azinuszellen, 

ausdifferenzierten Azinuszellen, ADM und Tumorzellen bestimmt (Abbildung 6). Über eine 

globale Genexpressionsanalyse und ChIP DNA-Sequenzierung für die Histonmodifikationen 

H3K4me3, H3K27me3 und H2AK119ub wurden verschiedene Gencluster mit umfangreichen 

epigenetischen und transkriptionellen Umstrukturierung identifiziert. Hier konnten wir wiederholt 

feststellen, dass der epigenetische Faktor Ring1b und die Histonmodifikation H2AK119ub bei 

der Pankreaskarzinogenese eine entscheidende Rolle spielt. Insbesondere regulatorische 

Transkriptionsfaktoren der Azinuszellen werden durch die Ring1b-katalysierte 

Histonmodifikation H2AK119ub epigenetisch stillgelegt. Ring1b-Knockout-Mäuse zeigten nach 

Cerulein-induzierter Pankreatitis eine stark verminderte ADM Bildung und keine Ausbildung von 

Pankreastumoren (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Ring1b-vermittelte epigenetische Stilllegung von Azinuszelldifferenzierungsgenen als 

wichtiger Faktor für die Pankreaskarzinogenese. (A) In vitro Karzinogenesemodel bestehend aus 

embryonalen Azinuszellen (EA), adulten Azinuszellen (AA), 3D-ADM Zellen (ADM) und 

Pankreastumorzellen (TC). (B) Clusteranalyse aus den Genexpressiondaten von EA, AA, ADM und TC 

ergab jeweils 2 Cluster mit Tumor-relevanten und Azinuszellgenen. (C) Darstellung der Level der 

Histonmodifikationen H3K4me3, H3K27me3 und H2AK119ub am Transkriptionsstart (TSS) ermittelt mit 

ChIPs in EA, AA, ADM und TC für die jeweiligen Genexpressionscluster aus (B). (D) Vergleich der ChIP 

Signalintensität von H3K4me3, H3K27me3 und H2AK119ub in EA, AA, ADM und TC von Azinuszellgenen 

und Tumor-relevanten Genen. (E) HE Färbung von Pankreasgewebe aus Cerulein-behandelten 

Pankreastumormausmodellen mit (Ptf1aERT;K*) und ohne (Ptf1aERT;K*;R1bfl/fl) Ring1b Expression. 

Quantifizierung der ADM Läsionen und low-grade PanIN Läsionen nach 3 und 24 Wochen nach Cerulein-

Behandlung. (F) Normalisierte Genexpression von Azinuszellgenen in Kontroll- und Cerulein-behandelten 

Ptf1aERT;K* und Ptf1aERT;K*;R1bfl/fl Mäusen. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Benitz, Straub et 

al. 2019). 
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Wir konnten nachweisen, dass Ring1b-defiziente Azinuszellen ihren differenzierten Phänotyp, 

trotz onkogener Kras Expression, behielten und somit nicht mehr in der Lage waren zu ADM 

oder Tumorzellen zu transformieren. Die Inhibierung von Ring1b in Tumorzellen führte zu einer 

Reprogrammierung der Tumorzellen zu einem weniger aggressiven Phänotyp. Unsere Daten 

liefern deutliche Beweise, dass die epigenetische Stilllegung von Azinuszellgenen ein wichtiges 

Ereignis bei der ADM Formierung und Entwicklung von Pankreaskarzinomen ist. Die gezielte 

Beeinflussung des epigenetischen Repressors Ring1b könnte neue therapeutische 

Möglichkeiten bieten. 

 

Pan-histone deacetylase inhibitor panobinostat sensitizes gastric cancer cells to anthracyclines 

via induction of CITED2. Regel, I., L. Merkl, T. Friedrich, E. Burgermeister, W. Zimmermann, H. 

Einwachter, K. Herrmann, R. Langer, C. Rocken, R. Hofheinz, R. Schmid, and M.P. Ebert, 

Gastroenterology, 2012. 143(1): p. 99-109 e10. 

 

Für Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom gehört die Chemotherapie mit 

Anthrazyklinen zur Standardtherapie. Um die Wirksamkeit der Chemotherapie zu erhöhen, 

wurde der epigenetische Pan-Histondeacetylase-Inhibitor LBH589 (Panobinostat) in 

Kombination mit Anthrazyklinen in vitro und in vivo getestet. In humanen Magentumorzelllinien, 

primären Tumorproben und in Magentumoren von transgenen CEA/Tag-Mäusen liegt die 

Histondeacetylase 2 (HDAC2), im Vergleich zu Normalgewebe, überexprimiert vor. Daraufhin 

wurden Magentumor-Zelllinien mit LBH589 inkubiert und wir konnten nachweisen, dass der 

Inhibitor die Tumorzellproliferation hemmt und Apoptose induziert. Zusätzlich werden in den 

Zelllinien nach LBH589 Behandlung Gene, wie z.B. CITED2, angeschaltet, die wiederum die 

Expression von Anthrazyklin-Resistenzgenen unterdrücken (Abbildung 7). Die Vorbehandlung 

von Tumorzellen mit LBH589 oder die Überexpression von CITED2 erhöhte in Tumorzelllinien 

die Sensitivität gegenüber Anthrazyklin-basierten Chemotherapeutika, wie Doxorubicin und 

Epirubicin. Dies konnten wir ebenso in CEA/Tag-Mäusen nachweisen, die unter 

Kombinationsbehandlung ein stark verringertes Tumorwachstum zeigten (Abbildung 7). 

Erhöhte Level an CITED2 in Magentumoren korrelierte mit dem Ansprechen der Patienten auf 

Epirubicin. Eine Kombinationstherapie mit LBH589 könnte daher das Ansprechen von 

Magenkarzinom-Patienten auf Anthrazykline verbessern. 
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Abbildung 7: Das epigenetische Medikament Panobinostat sensibilisiert Magentumorzellen für ein 

besseres Chemotherapie-Ansprechen. (A) Behandlung der Magenkarzinomzelllinie AGS mit Panobinostat 

(LBH589) für 24 Stunden und Analyse der Proteinlevel von CITED2 und HIF1A im Western Blot. (B) 

Schematische Übersicht über den CITED2-vermittelten Mechanismus für eine Herunterregulation von 

Doxorubicin Resistenzgenen nach Panobinostat Behandlung. (C) Kombinationsbehandlung der Zelllinie 

AGS mit Epirubicin und Panobinostat; Ermittlung des Zellüberlebens mit MTT Assay. (D) Quantifizierung 

der Tumorgröße an HE Färbungen nach Behandlung eines Magenkarzinom-Mausmodells mit 

Epirubicin/Panobinostat Kombinationstherapie. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Regel, Merkl 

et al. 2012). 
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4.3. Onkogen- und Pankreatitis-induzierte Dedifferenzierung und Redifferenzierung von 

Azinuszellen 

 

Expression of the EWSR1-FLI1 fusion oncogene in pancreas cells drives pancreatic atrophy and 

lipomatosis. Fahr, L., Y. Sunami, N. Maeritz, K. Steiger, T.G.P. Grunewald, M. Gericke, B. Kong, S. 

Raulefs, J. Mayerle, C.W. Michalski, I. Regel*, and J. Kleeff, Pancreatology, 2020. 20(8): p. 1673-

1681. 

 

Mutiertes KRAS gilt als wichtigster Faktor in der Entstehung des duktalen Adenokarzinoms des 

Pankreas (PDAC), da über 90% aller PDAC Patienten eine Mutation im KRAS Gen aufweisen.  

Ähnlich dazu wird für das Ewing Sarkom eine dominante genetische Veränderung, ein EWSR1-

FLI1 Fusionsonkogen, beschrieben. Hierbei beeinflusst die EWSR1-FLI1 Expression 

tumorfördernde Signalwege und induziert die Zelltransformation. In unserer Studie wollten wir 

herausfinden, ob die Expression eines starken Onkogens, wie EWSR1-FLI1, in Azinuszellen zur 

Entstehung von Tumoren im Pankreas führt. Hierfür haben wir zwei konditionelle Mausmodelle 

miteinander verglichen, die mutiertes KrasG12D (KC) oder EWSR1-FLI1 Onkogen (E/F) in 

pankreatischen Azinuszellen exprimieren. Eine positive FLI1 Expression wurde in den 

Azinuszellen der E/F Mäuse mittels immunhistologischer Färbung bestätigt. Nach 

unterschiedlichen Zeitpunkten haben wir uns die morphologischen Veränderungen im 

Pankreasgewebe angeschaut und festgestellt, dass die Expression von EWSR1-FLI1 eine starke 

Verringerung der Azinuszellmasse (Pankreasatrophie) und eine starke Lipomatose hervorruft 

(Abbildung 8). Die E/F Tiere zeigten, wie die KC Mäuse, eine spontane Dedifferenzierung der 

Azinuszellen zu azinär-duktaler Metaplasie (ADM), jedoch konnten wir in den E/F Mäusen keine 

Ausbildung von neoplastischen Läsionen erkennen; auch nicht in älteren Tieren (Abbildung 8). 

Die KC Mäuse wiesen den typischen Verlauf der Pankreaskarzinogenese auf. Somit konnten wir 

nachweisen, dass die Entstehung von PDAC sehr stark vom KRAS-Onkogen abhängt. Das 

EWSR1-FLI1 Fusionsonkogen war nicht in der Lage Pankreastumore zu induzieren.  
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Abbildung 8:  Expression des Fusionsonkogens EWSR1-FLI1 in Pankreaszellen. (A) Quantifizierung des 

Pankreasgewebes von 11-13 Wochen alten KC und E/F Mäusen mittels HE Färbungen eines 

Gewebeschnitts des gesamten Organs. (B) Prozentuale Quantifizierung von Lipomatose im 

Pankreasgewebe von 11-13 Wochen alten KC und E/F Mäusen an HE Färbungen. (C) Darstellung von 

Gewebebereichen mit ADM Bildung im Pankreas von 4-6 und 11-13 Wochen alten KC und E/F Mäusen an 

HE Schnitten. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Fahr, Sunami et al. 2020).  

 

Loss of TLR3 and its downstream signaling accelerates acinar cell damage in the acute phase of 

pancreatitis. Regel, I., S. Raulefs, S. Benitz, C. Mihaljevic, S. Rieder, G. Leinenkugel, K. Steiger, A.M. 

Schlitter, I. Esposito, J. Mayerle, B. Kong, J. Kleeff, and C.W. Michalski, Pancreatology, 2019. 

19(1): p. 149-157. 

 

Bei der akuten Pankreatitis werden durch die Schädigung der Azinuszellen Toll-like Rezeptor 3 

Liganden, sogenannte damage-associated molecular patterns (DAMPs) freigesetzt. 

Normalerweise kennt man TLR3-assoziierte Signale aus der Immunantwort und der Induktion 

einer Typ 1 Interferon Antwort. Ebenso wurde beschrieben, dass TLR3 Signalwege über die 

Aktivierung von Caspase 8 den programmierten Zelltod einleiten können. Jedoch ist die 

funktionale Rolle von TLR3 und dem nachgeschalteten Signalmolekül TICAM1 (oder auch TRIF 

genannt) bei der Pankreatitis bisher nicht bekannt. Interessanterweise zeigen Wildtyp Mäuse 

nach Cerulein-vermittelte Pankreatitis eine hohe Expression des endosomalen Tlr3 in den 

pankreatischen Azinuszellen. Für weitere Untersuchungen haben wir Tlr3- und Trif1-knockout 

(KO) Mäuse nach Induktion einer akuten Pankreatitis charakterisiert. Im Vergleich zu Wildtyp 

Tieren zeigen beide Mauslinien eine schwerere Pankreatitis (Abbildung 9) mit einer erhöhten 

Nfκb Aktivierung, und eine Überexpression der pro-inflammatorischen Cytokine Il6 und Tnf, 

obwohl die Anzahl der infiltrierten Immunzellen im Pankreas nicht verändert war. Ebenfalls 

konnten wir in den Tlr3- und Trif1-KO Tieren eine starke Azinuszellnekrose und reduzierte Level 

von cleaved-Caspase 8 nachweisen. In unserer Studie konnten wir nachweisen, dass der Tlr3 

Signalweg ein wichtiger Faktor bei der Azinuszellschädigung und dem programmierten Zelltod 
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nach akuter Pankreatitis ist. Der Tlr3 Signalweg reguliert somit den Ausbruch und den 

Schweregrad der Erkrankung.  

Abbildung 9: Der Verlust des Tlr3 Signalwegs erhöht die Azinuszellschädigung in der akuten Pankreatitis. 

(A) HE Färbung des Pankreas von Wildtyp-, Tlr3 Knockout (KO) und Trif KO Mäusen nach Kontroll- und 

Cerulein-Behandlung zur Induktion einer akuten Pankreatitis (AP). (B) Quantifizierung von 

Pankreasnekrose nach Cerulein-induzierter Pankreatitis mittels eines Scores in Wildtyp-, Tlr3 KO und Trif 

KO Mäusen. (C) Schematische Übersicht, inwieweit Azinuszellapoptose und -nekrose über den Tlr3 und 

Tlr4 / Trif Signalweg reguliert werden. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Regel, Raulefs et al. 

2019). 

 

Loss of Periostin Results in Impaired Regeneration and Pancreatic Atrophy after Cerulein-Induced 

Pancreatitis. Hausmann, S., I. Regel, K. Steiger, N. Wagner, M. Thorwirth, A.M. Schlitter, I. 

Esposito, C.W. Michalski, H. Friess, J. Kleeff, and M. Erkan, Am J Pathol, 2016. 186(1): p. 24-31. 

 

Das extrazelluläre Matrix (ECM) Protein Periostin (Postn) wird von aktivierten pankreatischen 

Sternzellen sezerniert und liegt bei der chronischen Pankreatitis und im Pankreaskarzinom stark 

überexprimiert vor. Die Funktion von Postn bei der akuten Pankreatitis und den nachfolgenden 

regenerativen Ereignissen ist bisher nicht bekannt. Im Pankreatitis Mausmodell konnten wir 

zeigen, dass Postn nach der akuten inflammatorischen Phase, d.h. während der Ausbildung der 

azinär-duktalen Metaplasie (ADM) am stärksten exprimiert vorliegt und im Zuge der 

Regeneration langsam wieder auf das Ursprungsniveau absinkt (Abbildung 10). 

Interessanterweise zeigen Postn-defiziente (Postn-/-) Mäuse keine Unterschiede im 

Schweregrad der akuten Pankreatitis, jedoch auffällige Unterschiede im Regenerationsverhalten 

des Pankreas. Der Verlust von Postn hatte eine starke Pankreasatrophie und Lipomatose im 

Verlauf der Regeneration zur Folge. Die Postn-/- Mäuse wiesen eine anhaltende ADM Bildung auf, 

welche sich auch im Genexpressionsmuster von Progenitorgenen, wie Hes1 und Pdx1, und 
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Azinuszellgenen, wie Rbpjl, wiederspiegelte. In den Postn-/- Mäusen waren die ADM-Zellen nicht 

mehr in der Lage in Azinuszellen zu redifferenzieren und das Pankreas zeigte eine starke 

Pankreasatrophie, Lipomatose und eine Hochregulation des wichtigen Fettstoffwechsel-

Transkriptionsfaktors Ppar-γ (Abbildung 10). Somit konnten wir nachweisen, dass Periostin ein 

wichtiger Mediator für die Regeneration der Azinuszellen nach akuter Pankreatitis ist.   

 

Abbildung 10: Der Verlust von Periostin resultiert in einer verzögerten Pankreasregeneration und 

Pankreasatrophie nach Pankreatitis. (A) Immunhistochemische Färbung von Periostin im 

Pankreasgewebe von Wildtyp-Mäusen 1 Tag (D1) nach Cerulein-induzierter Pankreatitis. (B) HE Färbung 

und Quantifizierung von ADM Läsionen in Periostin Knockout-Mäusen (Postn-/-) an verschiedenen 

Zeitpunkten (1 – 21 Tage) nach Pankreatitis. (C) Relative mRNA Expression der Progenitorgene Hes1 und 

Pdx1 und des Azinuszellgens Rbpjl an Tag 21 nach Pankreatitis in Wildtyp und Postn-/- Mäusen. (D) 

Immunhistochemische Färbung von Amylase an Tag 21 nach Pankreatitis in lipomatösen Bereichen des 

Pankreas und normalisierte mRNA Expression des Ppar-γ Gens im Pankreasgewebe von Wildtyp und 

Postn-/- Mäusen. Graphiken entnommen und modifiziert aus (Hausmann, Regel et al. 2016). 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

Wichtige Signalwege, die vorrangig während der Embryonalentwicklung aktiv sind, beeinflussen 

sowohl in pädiatrischen Lebertumoren als auch im adulten Pankreaskarzinom die 

Tumorprogression und das Differenzierungsverhalten von Tumorzellen. In meinen Arbeiten 

konnte ich in pädiatrischen Lebertumoren eine epigenetische Inaktivierung der wichtigen IGF- 

und WNT-Signalwegsinhibitoren IGFBP3 und SFRP1 nachweisen. Beide Gene waren über DNA 

Methylierungen in den Promoterbereichen ausgeschaltet, was mit einem aggressiveren 

Tumorphänotyp assoziiert war (Regel, Eichenmuller et al. 2012, Regel, Eichenmuller et al. 2020). 

Im Pankreaskarzinom zeigten Tumorzellen mit erhöhter WNT-Signalwegsaktivität eine 

Dedifferenzierung in Tumorzellen mit einem Tumorstammzell- und EMT-Phänotyp. Dieser 

Subtyp von Tumorzellen weist erhöhte Therapieresistenzen auf, besitzt Tumor-initiierende 

Eigenschaften und bildet vermehrt Metastasen aus (Ilmer, Boiles et al. 2015). Für das 

Pankreaskarzinom wurden mittlerweile verschiedene molekulare Subtypen beschrieben, die 

sich nicht nur auf Genexpressionsebene unterscheiden, sondern ebenfalls in ihren 

Tumorcharakteristika. Der basale Subtyp zeigt einen EMT Phänotyp und ist mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert, während der klassische Subtyp ein besseres 

Therapieansprechen aufweist; zusammengefasst in (Regel, Mayerle et al. 2020). In einer 

aktuellen Studie haben wir in den beschriebenen molekularen Subtypen des Pankreaskarzinoms 

verschiedene epigenetische Histonacetylierungsmuster nachgewiesen (Zhou, Pichlmeier et al., 

eigene nicht publizierte Daten). Über eine epigenetische Reprogrammierung der Tumorsubtypen 

mit Histonacetyltransferase (HAT)- oder Histondeacetylase (HDAC)-Inhibitoren wollen wir nun 

das Ansprechen auf Chemotherapie verbessern. Im Magenkarzinom konnten wir über eine 

epigenetische Intervention sehr gute Ergebnisse erzielen. Eine Kombinationstherapie mit dem 

HDAC-Inhibitor Panobinostat (LBH589) und Epirubicin, einem Standardtherapeutikum für das 

Magenkarzinom, zeigte sowohl in vitro als auch in vivo die stärksten Ansprechraten (Regel, Merkl 

et al. 2012). Aufgrund der Reversibilität sind epigenetische Modifikationen attraktive 

Zielstrukturen für neue therapeutische Optionen. 

Epigenetische Veränderungen spielen ebenfalls eine entscheidende Rolle in regenerativen und 

Tumor-initiierenden Prozessen. Nach einer akuten Pankreatitis besitzen Azinuszellen 

regenerative Eigenschaften und unterliegen einer ADM Formierung um geschädigtes Gewebe 

zu ersetzten. In meinen Arbeiten konnten wir herausfinden, dass es bei der ADM Bildung zu einer 

epigenetischen Stilllegung von Differenzierungsgenen in den Azinuszellen kommt. Die 

Anreicherung der repressiven Histonmodifikation H2AK119ub durch die katalytische 

Komponente Ring1b vom PRC1 ist ein entscheidender Faktor bei der ADM Bildung. In Ring1b-
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defizienten Mäusen war nicht nur die ADM Bildung unterdrückt, sondern auch die Entstehung 

von Pankreasvorläuferläsionen und Tumoren, trotz aktivierter Expression von mutiertem Kras 

(Benitz, Regel et al. 2016, Benitz, Straub et al. 2019). Unsere Daten konnten belegen, dass die 

epigenetische Stilllegung von Differenzierungsgenen und die Dedifferenzierung von 

Azinuszellen ein essentieller Schritt in der Tumorentstehung ist. Verbleiben die Azinuszellen in 

ihrem differenzierten Zustand, unterdrückt dies die Tumorentstehung. Im Verlauf der 

Progression von ADM zu Tumorzellen kommen weitere epigenetische Veränderungen hinzu. So 

konnten wir feststellen, dass Differenzierungsgene weitere repressive Histonmodifikationen, wie 

H3K27me3, anreichern und Tumor-relevante Gene vermehrt aktive Histonmodifikationen, wie 

H3K4me3, aufweisen (Benitz, Straub et al. 2019). In einem aktuellen Projekt untersuchen wir 

daher die Möglichkeit über epigenetische Modifikationen herauszufinden, inwieweit eine 

Entartung von regenerativen ADMs zu Tumor-initiierenden ADMs stattgefunden hat. Das 

epigenetische Profil von ADMs und Vorläuferzellen könnte als Indikator für die 

Tumorentstehung dienen und damit für die Früherkennung von Pankreaskarzinomen relevant 

sein. Das alleinige Auftreten von KRAS Mutationen kann für eine Früherkennung von Tumoren 

nicht herangezogen werden, da ältere Menschen häufig KRAS Mutationen aufweisen, ohne dass 

sie Tumore entwickeln (Luttges, Reinecke-Luthge et al. 1999, Allenson, Castillo et al. 2017). 

Spezifische epigenetische Muster können daher eine wichtige Rolle spielen, ob es zu einer 

Entartung und zur Entwicklung von Pankreaskarzinomen kommt.  

Für das Pankreaskarzinom ist die KRAS Mutation die wichtigste genetische Veränderung. Die 

Expression eines anderen Onkogens, wie dem Fusionsprotein EWSR1-FLI1, in pankreatischen 

Azinuszellen löste zwar eine ADM Bildung aus, jedoch entwickelte das pankreas-spezifische 

EWSR1-FLI1 Mausmodell keine Pankreastumore. Die Tiere zeigten lediglich eine starke 

Pankreasatrophie und Lipomatose (Fahr, Sunami et al. 2020). Einen ähnlichen Phänotyp 

konnten wir in Periostin-defizienten Mäusen nach Induktion einer akuten Pankreatitis 

nachweisen. Neben einer inflammatorischen Reaktion kommt es bei der akuten Pankreatitis 

ebenfalls zur Aktivierung von PSCs im Pankreas und zu einer Ausschüttung von ECM Proteinen, 

wie Periostin. In den Periostin-defizienten Mäusen war die Regenerationsfähigkeit der 

Azinuszellen stark eingeschränkt. Die Tiere zeigten eine anhaltende ADM Bildung und ebenfalls 

eine verstärkte Pankreasatrophie und Lipomatose (Hausmann, Regel et al. 2016). Inwieweit 

Onkogene oder extrinsische Faktoren, wie Periostin, das epigenetische Profil von Azinuszellen 

beeinflussen, und damit das Differenzierungsverhalten von Azinuszellen bestimmen, muss in 

weiteren Studien analysiert werden. Aktuell untersuchen wir die Rolle des inflammatorischen 

Tlr3/Irf3/Irf7 Signalwegs in Azinuszellen und in der Pankreaskarzinogenese. Der Signalweg 
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wurde bisher vorrangig in Immunzellen untersucht, allerdings haben wir in einer Studie 

herausgefunden, dass der Signalweg nach induzierte akuter Pankreatitis auch in Azinuszellen 

aktiv ist und den Schweregrad der Pankreatitis reguliert (Regel, Raulefs et al. 2019). In weiteren 

Arbeiten haben wir entdeckt, dass die Transkriptionsfaktoren Irf3 und Irf7 die Tumorentwicklung 

fördern und in ADM- und Pankreastumorzellen stark exprimiert werden. Interessanterweise sind 

die bekannten Irf3/Irf7-Zielgene wie Ifna und Ifnb in den Tumorzellen epigenetisch stillgelegt und 

nach Stimulation durch einen Tlr3-Liganden nicht induzierbar, was auf eine Regulierung von 

anderen Zielgenen in der Pankreaskarzinogenese schließen lässt. Weitere Daten deuten darauf 

hin, dass trotz des Vorhandenseins von mutiertem Kras ein globaler Verlust von Irf3/Irf7 die 

Etablierung eines epigenetischen tumorfördernden Programms in ADM-Läsionen verhindert. 

Eine Depletion von Irf3/Irf7 in Pankreastumorzellen bewirkt Veränderungen im epigenetischen 

Profil und resultiert in einem weniger aggressiven Tumorphänotyp (Fahr et al., noch nicht 

publizierte Daten).  

Insgesamt konnte ich in meinen Arbeiten aufzeigen, wie wichtig epigenetische Veränderungen 

bei der Geweberegeneration und der Onkogen-vermittelten Tumorentstehung im Pankreas und 

in anderen Tumoren sind.  
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