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Zusammenfassung 
 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist durch begrenzte Therapiemöglichkeiten 

und eine hohe Letalität gekennzeichnet. Genexpressionsanalysen konnten molekulare 

Tumorsubtypen identifizieren, welche unterschiedlich auf vorhandene 

Behandlungsoptionen reagieren. Der genetische Mutationsstatus der Subtypen ist dabei 

sehr ähnlich, weshalb epigenetische Mechanismen eine entscheidende Rolle bei der 

Ausprägung von Tumorzellcharakteristika spielen könnten. Ziel der Arbeit war es, ein 

epigenetisches Profil der molekularen Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms zu 

erstellen. Zudem wurden epigenetische Therapiemöglichkeiten untersucht, welche eine 

Reprogrammierung der Tumorzellen zugunsten eines therapiesensibleren Phänotyps 

erreichen könnten.  

 

Zunächst konnte nachgewiesen werden, dass sowohl für den klassischen als auch den 

quasimesenchymalen Subtyp spezifische Gene epigenetisch reguliert werden. Darüber 

hinaus zeigte sich, dass die subtypenklassifizierenden Gene mit bestimmten 

Acetylierungsmustern an den Transkriptionsstartpunkten korrelieren und Gene des 

quasimesenchymalen Subtyps mehr von Histonacetylierungen bestimmt sind als Gene 

des klassischen Subtyps. Passend dazu ergab die Analyse epigenetischer Enzyme, welche 

für die vielfältigen Modulierungen an DNA- und Chromatinstrukturen verantwortlich 

sind, ein ähnliches Genexpressionsmuster innerhalb der Tumorsubtypen. Zugleich ließ 

sich der klassische Subtyp vom quasimesenchymalen Subtyp anhand des epigenetischen 

Profils unterscheiden. 

 

Die Ergebnisse legen nahe, dass epigenetische Mechanismen Einfluss auf die 

Tumorzellcharakteristika der Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms nehmen. Weiter 

galt es daher zu überprüfen, ob durch eine Behandlung mit epigenetischen Wirkstoffen 

eine Veränderung der Tumorzellcharakteristika erreicht werden kann. Zunächst konnte 

vor allem nach der Behandlung mit Vorinostat und PRT4165 ein Einfluss auf das 

Überleben der Tumorzellen nachgewiesen werden. Das Ansprechen der Tumorzellen 

ausgewählter Zelllinien korrelierte dabei mit den molekularen Subtypen des duktalen 

Pankreaskarzinoms. In der anschließenden Expressionsanalyse verschiedener 

Histonmodifikationen konnte nach epigenetischer Behandlung bei den Inhibitoren 

Vorinostat und GSK126 eine gute Wirksamkeit beobachtet werden. In Hinblick auf die 
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epigenetischen Wirkstoffe PRT4165 und LSD1-Inhibitor konnte keine entsprechende 

Änderung der Histonmodifikationen aufgezeigt werden. Auch eine abschließende 

Expressionsanalyse subtypendefinierender Gene ergab nach epigenetischer Behandlung 

keine Änderung des Genexpressionsprofils zugunsten verbesserter 

Tumorzellcharakteristika. Trotz der begrenzt positiven Ergebnisse hinsichtlich der 

epigenetischen Monotherapie mit ausgewählten Wirkstoffen sollte weiter auf den 

vielversprechenden Fortschritten der letzten Jahre im Bereich der Epigenetik und 

epigenetischer Behandlungsmöglichkeiten zur Umprogrammierung von Tumorzellen 

aufgebaut werden. 
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1. Einleitung 
1.1. Das Pankreas  

 

Das Pankreas ist ein quer im Oberbauch verlaufendes Organ des menschlichen Körpers. 

Es wird in Caput, Corpus und Cauda unterteilt und zeigt eine enge Lagebeziehung zum 

Duodenum (Abbildung 1) (Schünke et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Abbildung 1: Anatomie des Pankreas. Makroskopische Anatomie des Pankreas. Der Kopf des 
Pankreas wird von der duodenalen C-Schlinge ummantelt. Der Ductus pancreaticus mündet nach 
der Vereinigung mit dem Ductus choledochus auf der Papilla duodeni major im Duodenum. 
Graphik entnommen aus (Gray, 1918). 
 

 

Als größte Drüse des Körpers übernimmt das Pankreas wichtige Funktionen im exokrinen 

und endokrinen System (Bardeesy & DePinho, 2002). Morphologisch ist der exokrine 

Teil des Pankreasgewebes durch Drüsenazini aufgebaut, die in Verbindung mit dem 

Pankreasgangsystem stehen (Abbildung 2) (Bardeesy & DePinho, 2002). In den 

Azinuszellen des exokrinen Kompartments wird ein Pankreassekret produziert, welches 

wichtige Verdauungsenzyme wie Proteasen, Glykosidasen, Lipasen und Nukleasen 

enthält. Um eine Autodigestion der Bauchspeicheldrüse zu vermeiden, werden die 

Enzyme als Proenzyme synthetisiert und sezerniert. Erst im Lumen des Duodenums 

werden sie aktiviert (Pandol, 2011; Aumüller et al., 2020). Der Ductus pancreaticus 

verläuft durch das Pankreas und leitet das Sekret von den Azinuszellen in das Duodenum 

(Bardeesy & DePinho, 2002; Schünke et al., 2018). Das endokrine Kompartment besteht 
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aus den Langerhans-Inseln, die nur einen kleinen Teil des gesamten Pankreasgewebes 

ausmachen. Sie setzen sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen und steuern durch 

Abgabe von Hormonen vor allem den Blutzuckerspiegel. Beta-Zellen der Langerhans-

Inseln produzieren Insulin und senken dadurch den Glukosespiegel. In den Alpha-Zellen 

wird Glukagon gebildet, welches eine Steigerung des Blutzuckerspiegels bewirkt 

(Aumüller et al., 2020; Dubois, 1999). 

 

 

       

 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 2: Histologie des Pankreas. Drüsenazinus des exokrinen Pankreas. Die Azini des 
Pankreas werden durch kreisförmig angeordnete Azinuszellen gebildet. Die dort produzierten 
Enzyme werden in das zentrale Lumen sezerniert und durch das Pankreasgangsystem 
weitergeleitet. Dieses wird durch flache Epithelzellen begrenzt. Gangepithelzellen, die bis in den 
Azinus hineinreichen, werden als zentroazinäre Zellen bezeichnet. Graphik entnommen aus 
(Aumüller et al., 2020). 
 

 

1.2. Das duktale Adenokarzinom des Pankreas 

 

Etwa 3,5 - 4 % aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland sind im Pankreas lokalisiert. 

Das mittlere Erkrankungsalter liegt dabei zwischen 70 – 80 Jahren (Robert Koch-Institut, 

2019). Klinische Symptome wie Oberbauchschmerzen, Ikterus, unspezifische 

Rückenschmerzen, Erbrechen, neu aufgetretener Diabetes mellitus oder ungeklärter 

Gewichtsverlust können Hinweise auf ein Tumorgeschehen im Pankreas sein (Luchini et 

al., 2016; Holly et al., 2004). Diagnostisch reihen sich dem Verdacht auf ein 

Pankreaskarzinom verschiedene Untersuchungen an. Im Gegensatz zur 

Verlaufsdiagnostik sind bislang noch keine spezifischen Tumormarker zur 

Diagnosestellung bekannt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Die Diagnose der 

Erkrankung erfolgt häufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium, viele der Patienten 

weisen dort bereits Metastasen auf (Singhi et al., 2019; Siegel et al., 2021). Anhand 
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sonographischer, endosonographischer und radiologischer Bildgebung wird eine 

Stadieneinteilung getroffen und die Tumorausbreitung beurteilt. Im Anschluss daran 

werden die Behandlungsoptionen festgelegt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). 

 

Begrenzte Therapiemöglichkeiten und das Auftreten von meist unspezifischen 

Symptomen in einem späten Tumorstadium bedingen eine hohe Letalität der Erkrankung 

(Bardeesy & DePinho, 2002). Die 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit liegt lediglich 

bei 9 %. Insgesamt gesehen ist das Pankreaskarzinom die vierthäufigste Todesursache 

aller Krebssterbefälle in Deutschland (Robert Koch-Institut, 2019).  

 

1.2.1. Therapieoptionen 

 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist aufgrund von Therapieresistenzen und 

häufig auftretenden Rezidiven nur schwer therapierbar (Chakraborty & Singh, 2013). 

Hinzu kommt die meist sehr späte klinische Manifestation. Eine kurative Heilung kann 

in fortgeschrittenen Tumorstadien nicht mehr gewährleistet werden. Therapeutisch lässt 

sich ein kurativer Behandlungsansatz von einem palliativen Verfahren unterscheiden. 

Eine kurative Therapiemöglichkeit setzt eine chirurgisch vollständige Entfernung des 

Tumorgewebes voraus (Doi et al., 2008). Bei nicht resektablen Karzinomen des Pankreas 

ist hingegen meist eine palliative Chemotherapie zur Verbesserung der Lebensqualität 

und Verlängerung der Lebenszeit indiziert (Yip et al., 2006; Seufferlein et al., 2013).  

 

1.2.1.1. Kurativer Therapieansatz 

 

Die Resektabilität eines Tumors ist abhängig von der lokalen und metastatischen 

Ausbreitung, Gefäß- und Organinfiltration, sowie der chirurgischen Umsetzbarkeit 

(Seufferlein et al., 2013; Takaori et al., 2016). Darüber hinaus spielen häufig 

Komorbiditäten der Patienten eine entscheidende Rolle und können unter Umständen die 

Resektion des Tumors im Rahmen eines großen operativen Eingriffes verhindern 

(American College of Physicians, 1997; Seufferlein et al., 2013). Ist ein Tumor 

resektabel, stellt der chirurgische Eingriff die einzig potenziell kurative 

Behandlungsmöglichkeit dar (Shrikhande et al., 2006). Einen signifikanten Einfluss auf 

das Überleben haben zudem Faktoren wie der Tumordurchmesser, der Resektionsstatus, 

der Lymphknotenstatus und das histologische Grading (Winter et al., 2006). Ein 
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multimodales Therapiekonzept soll die erhöhte Rezidivrate nach Resektion eines Tumors 

verringern (Hishinuma et al., 2006; Seufferlein et al., 2013). Es wird deshalb empfohlen, 

innerhalb von 12 Wochen nach durchgeführter Operation eine adjuvante Chemotherapie 

zu beginnen. Das krankheitsfreie Überleben kann dadurch signifikant verbessert werden 

(Valle et al., 2014; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Häufig jedoch führen 

postoperative Komplikationen oder schwerwiegende Komorbiditäten dazu, dass eine 

Chemotherapie im Anschluss an einen chirurgischen Eingriff nicht durchgeführt werden 

kann. Zudem kommt es bei vielen Patienten im Verlauf, aufgrund von Chemotherapie-

induzierten Nebenwirkungen, zu einem Abbruch der adjuvanten Therapie (Chikhladze et 

al., 2019). Um eine geeignete Behandlungswahl treffen zu können, wird der ECOG 

Performance Status eines Patienten berücksichtigt. Mithilfe dieser Klassifizierung wird 

der Allgemeinzustand des Erkrankten vor Therapiebeginn eingeschätzt (Oken et al., 

1982). Bei Patienten unter 80 Jahren mit einem sehr guten oder guten Allgemeinzustand 

(ECOG 0-1) besteht die Möglichkeit einer modifizierten Therapie mit FOLFIRINOX 

(Oettle et al., 2018). Durch die Kombination von Oxaliplatin, Irinotecan, Leucovorin und 

Fluoruracil kann im Vergleich zu einer Gemcitabin-Monotherapie ein signifikant 

längeres krankheitsfreies Überleben, wie auch Gesamtüberleben erreicht werden. Das 

Auftreten von Nebenwirkungen ist dabei jedoch erhöht (Conroy et al., 2018). Bei 

Patienten mit einem ECOG-Status > 1-2 werden als Standardchemotherapeutika in der 

adjuvanten Behandlung des Pankreaskarzinoms die Zytostatika Gemcitabin und 

Capecitabin verwendet (Neoptolemos et al., 2018). Die Kombinationstherapie der beiden 

Chemotherapeutika erzielt im Vergleich zu einer Gemcitabin-Monotherapie eine 

Verlängerung des Gesamtüberlebens ohne Verbesserung des krankheitsfreien 

Überlebens. Das Therapieprotokoll sieht in beiden Fällen eine Anwendung über 6 Monate 

vor (Neoptolemos et al., 2017; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Bei einer 

Gemcitabin-Unverträglichkeit kann eine Chemotherapie mit 5-Fluoruracil/Folinsäure 

erwogen werden. Diese gilt prinzipiell als gleichwertig, lediglich die Nebenwirkungsrate 

konnte bei einer Behandlung mit Gemcitabin als günstiger eingeschätzt werden 

(Neoptolemos et al., 2010; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Im Rahmen von 

Studien ist es zudem möglich, bei grenzwertig-resektablen oder lokal fortgeschrittenen 

Pankreaskarzinomen eine neoadjuvante Chemotherapie durchzuführen (Versteijne et al., 

2018; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Die Einschätzung hängt dabei von 

anatomischen, biologischen und konditionalen Kriterien ab (Isaji et al., 2017). Empfohlen 

wird eine Kombinationschemotherapie mit FOLFIRINOX oder Gemcitabin und nab-
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Paclitaxel (Conroy et al., 2011; Von Hoff et al., 2013; Leitlinienprogramm Onkologie, 

2021). 

 

1.2.1.2. Palliativer Therapieansatz 

 

Bei lokal fortgeschrittenen Stadien oder einer metastatischen Ausbreitung der 

Tumorerkrankung kann die Überlebenszeit durch eine palliative Chemotherapie 

verlängert werden (Yip et al., 2006). Bei ausreichend gutem Allgemeinzustand wird den 

Betroffenen empfohlen, direkt nach Diagnosestellung eine entsprechende Therapie zu 

beginnen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Patienten mit sehr gutem oder gutem 

Allgemeinzustand (ECOG 0-1) können von einer Chemotherapie mit FOLFIRINOX oder 

der Kombination aus Gemcitabin und nab-Paclitaxel profitieren (Conroy et al., 2011; 

Goldstein et al., 2015). Für Patienten mit einem ECOG-Status ≥ 2 erwies sich auch hier 

das Zytostatikum Gemcitabin als geeignet. Es wurde lange als Standardmedikament zur 

Behandlung von Pankreaskarzinomen in palliativer Situation verwendet (Seufferlein et 

al., 2013, Sohal et al., 2018). Alternativ wird Gemcitabin mittlerweile mit dem 

Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib kombiniert. Durch das Verknüpfen beider Therapeutika 

konnte ein verlängertes Überleben erzielt werden (Moore et al., 2007). Neben der 

Chemotherapie beinhaltet der palliative Ansatz zudem symptomorientierte Maßnahmen 

wie eine adäquate Schmerztherapie, die Implantation von Stents im Rahmen einer 

tumorbedingten Cholestase oder auch das Einleiten einer parenteralen Ernährung bei 

Gewichtsabnahme und Unterernährung (Oettle et al., 2018). 

 

1.2.2. Risikofaktoren 

 

Die Behandlungsoptionen bei einem fortgeschrittenen Tumorgeschehen im Pankreas sind 

begrenzt (Bardeesy & DePinho, 2002). Umso relevanter ist daher die Identifizierung von 

Risikogruppen. Ein gezieltes Screening von Hochrisikopatienten und zielgerichtete 

Diagnostik bei unspezifischen Symptomen kann eine frühere Diagnosestellung 

ermöglichen. Ein kurativer Therapieansatz ist dann optimalerweise noch möglich. 

 

Ein Hauptrisikofaktor für das Auftreten eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas 

stellt das Rauchen dar (Iodice et al., 2008). Die Inhaltsstoffe des Zigarettenrauches 

beeinflussen durch Entzündung, Mutation und Immunsuppression die Tumorbiologie und 
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begünstigen hierdurch die Karzinogenese (Zhang et al., 2017). Adipositas (Fettleibigkeit) 

ist als weiterer Risikofaktor bei der Entstehung eines duktalen Pankreaskarzinoms zu 

berücksichtigen (World Cancer Research Fund, 2018). Hierbei können sowohl 

chronische Entzündungsreaktionen als auch erhöhte Insulinspiegel und ein veränderter 

Glukosemetabolismus tumorfördernd wirken (Yeo & Lowenfels, 2012). Auch starker 

Alkoholkonsum erhöht durch das Induzieren einer Pankreatitis das Risiko für die 

Entstehung eines duktalen Adenokarzinoms (Tramacere et al., 2010; Genkinger et al., 

2009). Bei der Pankreatitis handelt es sich um eine Entzündung der Bauchspeicheldrüse, 

die akut und chronisch verlaufen kann. Die Genese einer akuten Pankreatitis ist meist 

biliären oder alkoholinduzierten Ursprungs (Pandol et al., 2007). Die häufigste Ursache 

der chronischen Pankreatitis stellt der Alkoholabusus dar (Becker, 2014; Pandol et al., 

2007). Pathophysiologisch liegt eine Schädigung des Pankreasgewebes durch die 

intrapankreatische Aktivierung von Verdauungsenzymen zugrunde (Mayerle et al., 

2019). Wiederkehrende Entzündungsreaktionen führen zu einer zunehmenden 

Fibrosierung des Parenchyms mit exokriner und endokriner Pankreasinsuffizienz. Die 

Entstehung und Entwicklung einer Pankreatitis begünstigt zudem eine maligne 

Transformation der Zellen des Bauchspeicheldrüsengewebes. Betroffene Patienten 

weisen daher ein deutlich erhöhtes Risiko auf, ein Pankreaskarzinom zu entwickeln 

(Beyer et al., 2020). Ferner konnte in bestimmten Gruppen der Bevölkerung ein erhöhtes 

Lebenszeitrisiko für die Entwicklung eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas 

festgestellt werden. Dazu gehören vor allem Personen mit familiärer Vorbelastung, 

chronisch Erkrankte mit genetischer Veranlagung und Betroffene von genetischen 

Hochrisikosyndromen (Chhoda et al., 2019). So geht ein familiärer Hintergrund mit zwei 

oder mehr erkrankten Verwandten 1. Grades nachweislich mit einer erhöhten 

Auftretenswahrscheinlichkeit eines Pankreaskarzinoms einher. Es können dabei 

Mutationen in den Genen BRCA1, BRCA2, ATM oder auch PALB2 zugrunde liegen 

(Becker et al., 2014; Yurgelun et al., 2018). Ebenso konnten Betroffene einer hereditären 

Pankreatitis (Mutation in PRSS1-Gen), Erkrankte eines Peutz-Jeghers- (Mutationen im 

STK11-Gen), FAMMM- (Mutation in CDKN2A-Gen) oder Lynch-Syndroms (unter 

anderem Mutationen in MLH1-, MSH2- und MSH6-Gen), sowie Patienten mit familiärer 

adenomatöser Polyposis (Mutation in APC-Gen) der Hochrisikogruppe zugeordnet 

werden (Chhoda et al., 2019). 
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1.2.3. Tumorentstehung 

 

Die Entstehung eines duktalen Adenokarzinoms im Pankreas ist multifaktoriell bedingt 

und bis heute nicht gänzlich verstanden. Die Identifizierung von Vorläuferläsionen des 

duktalen Adenokarzinoms stellt einen Meilenstein in der Pankreasforschung dar 

(Esposito et al., 2014). Klinische und histopathologische Studien beschreiben als 

Vorläuferläsionen des Pankreastumors insbesondere die intraepithelialen Neoplasien 

(PanIN), die intraduktalen papillär-muzinösen Neoplasien (IPMN) und die muzinös-

zystischen Neoplasien (MCN) (Hezel et al., 2006; Basturk et al., 2015). PanINs sind 

maximal 5 mm große epitheliale Vorläuferläsionen, welche vor allem in kleineren 

Pankreasgängen auftreten (Hruban et al., 2008). Sie lassen sich angelehnt an die klinische 

Relevanz in niedrig- und hochgradige Dysplasien unterteilen (Basturk et al., 2015). 

Besonders hochgradige PanIN-Läsionen weisen stark ausgeprägt dysplastische 

Zellveränderungen auf (Hruban et al., 2008; Hezel et al., 2006). IPMNs sind zystische 

Pankreasläsionen, die durch ein dysplastisches, muzinöses Epithel und eine papilläre 

Differenzierung gekennzeichnet sind. Je nach Beteiligung des Pankreasgangsystems 

können sie morphologisch in den Haupt- und Seitengangtyp eingeteilt werden (Sereni et 

al., 2019). Das Malignitätsrisiko variiert dabei signifikant, eine Beteiligung des 

Hauptganges geht häufig mit einer schlechteren Prognose einher (Tanaka et al., 2006; 

Esposito et al., 2014). MCNs sind zystische Pankreasläsionen, die sich durch ein 

charakteristisches ovarielles Stroma von den IPMNs unterscheiden (Tanaka et al., 2006). 

Sie treten nahezu ausschließlich bei Frauen auf und sind im Pankreaskörper oder -

schwanz lokalisiert (Castellano-Megias et al. 2014; Tanaka et al., 2006). MCNs sind 

meist unilokulär und stehen nicht in Verbindung mit dem Pankreasgangsystem (Nicolas 

et al., 2019). 

 

PanINs sind die häufigsten Vorläuferläsionen und weisen bereits genetische Mutationen 

auf (Hruban et al., 2008; Hezel et al., 2006). So finden sich schon früh in der 

Tumorentwicklung onkogene Veränderungen in dem Gen KRAS (Kirsten rat sarcoma 

viral oncogene homolog). Mehr als 90% der invasiven Adenokarzinome des Pankreas 

weisen genetische KRAS-Veränderungen auf und nahezu alle invasiven 

Pankreaskarzinome inaktivieren durch genetische Mutationen oder epigenetische 

Mechanismen zudem das Tumorsuppressorgen CDKN2A (Cyclin-abhängiger Kinase-

Inhibitor 2A) (Kanda et al., 2012). In fortgeschrittenen Tumorstadien können Mutationen 
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in den Tumorsuppressorgenen TP53 und SMAD4 nachgewiesen werden (Hezel et al., 

2006).  

 

Aufgrund der histologischen Ähnlichkeit zu normalen Pankreasgangzellen ist bis heute 

nicht eindeutig geklärt, ob das Karzinom aus den duktalen Drüsenzellen oder den 

Azinuszellen des exokrinen Pankreasgewebes hervorgeht. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass Azinuszellen beim Vorliegen von onkogenen KRAS-Mutationen leichter 

entarten und damit wahrscheinlich vorrangig zur Tumorentstehung beitragen. Eine 

bedeutende Rolle spielt dabei die azinäre-duktale Metaplasie (ADM) mit einer 

fortschreitenden Progression zu den genannten Vorläuferläsionen (Flowers et al., 2021; 

Aichler et al., 2012; Morris et al., 2010). 

 

Das genauere Verständnis der Karzinogenese und der Progression des Tumors setzt die 

Grundlage für verbesserte Therapieoptionen und zielgerechtere Behandlungen (Hezel et 

al., 2006). Es bleibt daher das Ziel weiterer Forschung, tiefere Einblicke in die Entstehung 

des duktalen Adenokarzinoms im Pankreas zu gewinnen. 

 

1.2.4. Inter- und intratumorale Heterogenität 

 

Genomsequenzierungen und Genexpressionsanalysen von humanen 

Pankreastumorgeweben weisen auf eine intertumorale Heterogenität hin, die sich in 

prognostischer Hinsicht als relevant erweist (Collisson et al., 2011; Moffitt et al., 2015; 

Bailey et al., 2016). Einzelzellanalysen konnten darüber hinaus eine intratumorale 

Heterogenität nachweisen (Chan-Seng-Yue et al., 2020; Hwang et al., 2020). 

 

Im Jahr 2011 konnte Collisson et al. erstmalig zeigen, dass auf molekularer Ebene 

verschiedene Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms existieren. Die Subtypen 

unterteilen sich in einen klassischen, einen quasimesenchymalen und einen exokrin-

ähnlichen Typus (Abbildung 3). Der klassische Subtyp besitzt eine hohe Genexpression 

epithelialer Marker, während der quasimesenchymale Typus durch hohe 

Transkriptionslevel mesenchymaler Gene gekennzeichnet ist. Der exokrin-ähnliche 

Subtyp charakterisiert sich durch eine hohe Expression verdauungsrelevanter Gene 

(Collisson et al., 2011). Die verschiedenen Subtypen scheinen auch in Hinblick auf das 

Überleben eine Rolle zu spielen. So wird dem klassischen Subtyp die beste Prognose, 
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dem quasimesenchymalen Subtyp hingegen die schlechteste 

Überlebenswahrscheinlichkeit zugeschrieben (Grant et al., 2016). Darüber hinaus zeigt 

sich bei dem klassischen Subtyp ein besseres Therapieansprechen auf den 

Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib (Collisson et al., 2011). Auch Moffitt et al. beschäftigte 

sich im Jahr 2015 erneut mit der molekularen Einteilung des duktalen 

Pankreaskarzinoms. Tumorspezifische Transkriptomprofile werden in dieser Studie in 

einen klassischen und basal-ähnlichen Subtypen unterteilt (Abbildung 3). Das 

Genexpressionsprofil des klassischen Subtypen von Moffitt et al. ähnelt dabei sehr dem 

beschriebenen klassischen Subtyp von Collisson et al.. Ebenso entspricht der basal-

ähnliche Subtyp von Moffitt et al. dem quasimesenchymalen Subtyp von Collisson et al.. 

Die Genexpressionscharakteristika des exokrin-ähnlichen Subtypen scheinen ferner mit 

denen von normalem Pankreasgewebe zu überlappen (Moffitt et al., 2015). Auch Moffitt 

et al. konnte eine prognostische Relevanz der Subtypen aufzeigen. So ist der klassische 

Subtyp durch eine bessere Überlebenswahrscheinlichkeit gekennzeichnet. Im Gegensatz 

dazu scheint der basal-ähnliche Typus mit einer schlechteren Prognose einherzugehen 

(Moffitt et al., 2015). Ein Jahr später publizierte Bailey et al. eine Klassifizierung in vier 

Subtypen. Mit Hilfe von Genomsequenzierungen und Genexpressionsanalysen beschrieb 

er einen squamösen, ADEX (aberrantly differentiated endocrine exocrine), Pankreas-

Vorläufer und immunogenen Subtypen (Abbildung 3). Die zwei Subtypen squamös und 

ADEX korrelieren dabei mit dem von Collisson et al. definierten quasimesenchymalen 

und exokrin-ähnlichen Subtypen. Der klassische Subtyp von Collisson et al. wurde in 

einen Pankreas-Vorläufer und immunogenen Subtypen unterteilt. Dieser charakterisiert 

sich durch eine hohe Genexpression immunologisch relevanter Gene (Bailey et al., 2016). 

Im Jahr 2020 konnte Chan-Seng-Yue et al. die bisherigen Erkenntnisse nochmals 

erweitern. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl der klassische-, als auch der 

basal-ähnliche Subtyp mindestens zwei molekulare Subcluster Typ-A und -B beinhalten 

(Abbildung 3). So treten klassische Tumore häufiger in frühen Erkrankungsphasen auf. 

Der basal-ähnliche Subtyp-A findet sich vor allem in fortgeschrittenen Stadien. Er geht 

mit einer hohen Resistenz gegenüber Chemotherapeutika und einer schlechteren 

Überlebenswahrscheinlichkeit einher. Basal-ähnliche Typ-B Tumore lassen sich dagegen 

eher in Krankheitsstadien nachweisen, in denen eine chirurgische Resektabilität des 

Tumorgewebes noch gegeben ist. Die Einteilung lässt somit eine Korrelation mit 

unterschiedlichen Krankheitsstadien zu und zeichnet sich zudem durch eine 

prognostische Relevanz aus. Darüber hinaus konnte Chan-Seng-Yue et al. durch 
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Moffitt et al.
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Einzelzellanalysen darlegen, dass innerhalb eines Tumors Genexpressionssignaturen 

beider Subtypen existieren können (Chan-Seng-Yue et al., 2020). 

 

 

 
 

 

 

 
 
Abbildung 3: Klassifizierung der Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. 
Gegenüberstellung der Subtypen-Einteilung beschriebener Studien von (Moffitt et al., 2015), 
(Collisson et al., 2011), (Bailey et al., 2016) und (Yue et al., 2020). 
 

 

Insgesamt gesehen zeigt sich im Hinblick auf die intertumorale Heterogenität im 

Wesentlichen eine molekulare Einteilung in zwei Untergruppen, einen klassischen und 

einen quasimesenchymalen Subtypen (Regel et al., 2020, Versemann et al., 2022). 

Tumore des klassischen Subtypen sprechen dabei besser auf eine Erstlinien-

Chemotherapie an, als Tumore des quasimesenchymalen Subtypen. Die Klassifizierung 

ist zudem ein prognostischer Indikator (Aung et al., 2018). Der Mutationsstatus erweist 

sich innerhalb der Subtypen als sehr ähnlich. Die Tumorzelleigenschaften variieren 

jedoch teils deutlich. Eine mögliche Erklärung hierfür könnten epigenetische 

Mechanismen sein (Juiz et al., 2019). Erste Studien wiesen darauf hin,  dass epigenetische 

Modifikationen von DNA- und Chromatinstrukturen maßgeblich die Genexpression und 

damit die intertumorale Heterogenität und den zellulären Tumorphänotypen zugunsten 

von molekularen Subtypen beeinflussen (Mishra et al., 2017; Lomberk et al., 2018; Patil 

et al., 2020).  

 

1.3. Epigenetik 

 

Der Begriff Epigenetik beschreibt vererbbare Veränderungen von DNA- und 

Chromatinstrukturen, welche die Genexpression beeinflussen, ohne die DNA-Sequenz zu 

verändern. Chromatin bezeichnet dabei einen makromolekularen Komplex aus DNA und 

Histonproteinen. Die funktionelle Grundeinheit stellt das Nukleosom dar, ein von DNA 

umwickeltes Histonoktamer. Chromatin kann in zwei Arten unterteilt werden, Hetero- 
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Aktivierung Unterdrückung

AktivierungUnterdrückung

DNA-Methylierung

und Euchromatin. Während Heterochromatin aus vorwiegend inaktiven Genen besteht, 

enthält Euchromatin aktive Gene (Dawson & Kouzarides, 2012). Durch epigenetische 

Veränderungen, wie posttranslationale Modifikationen von Histonen oder die 

Methylierung der DNA, wird die Chromatinkonformation reguliert. Die Transkription 

von Zielgenen kann so aktiviert oder unterdrückt werden (Abbildung 4) (Ciernikova et 

al., 2020). Eine Veränderung der Chromatinstruktur wird durch Chromatin-Remodeling-

Komplexe reguliert (Morrison & Shen, 2009). Diese modulieren ATP-abhängig die 

Histon-DNA-Kontakte und beeinflussen die Struktur und Positionierung von 

Nukleosomen (Dawson et al., 2012). Sie variieren damit den Zugang zu DNA-

Abschnitten und regulieren gemeinsam mit histonmodifizierenden Enzymen 

zellbiologische Abläufe (Kouzarides, 2007). 

 

 

A 
 

 

 

 

B 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Veränderungen von DNA- und Chromatinstrukturen. (A) Histone können 
durch Acetylierungen (Ac), Methylierungen (Me) oder Ubiquitinierungen (Ub) modifiziert 
werden. Die epigenetischen Veränderungen beeinflussen die Chromatinkonformation (offen oder 
geschlossen) und führen so zu einer Aktivierung oder Unterdrückung der Transkription. (B) 
DNA-Methylierungen im Bereich von Promotorregionen blockieren die Genexpression. Die 
Demethylierung der DNA führt zu einer Reaktivierung der Transkription. Grafik generiert mit 
BioRender.com. 
 
 

1.3.1. DNA-Methylierung 

 

Die Methylierung der DNA ist, neben den Histonmodifikationen, der wichtigste Vertreter 

epigenetischer Veränderungen. Sie kann meistens an 5′-Kohlenstoffatomen von 

Cytosinresten innerhalb von CpG-Inseln nachgewiesen werden (Dawson, 2012). Häufig 



 27 

sind diese im Bereich von Promotorregionen lokalisiert (Ciernikova et al., 2020). Für die 

DNA-Methylierungsmuster sind DNA Methyltransferasen (DNMT) verantwortlich, 

welche in zwei Gruppen unterschieden werden (Cheng et al., 2008). Die DNA-

Methyltransferase 1 (DNMT1) erhält während der Replikation die Methylierungsmuster 

des Elternstranges (Ciernikova et al., 2020). DNMT3a und DNMT3b werden als De-

novo-DNA Methyltransferasen bezeichnet und sind vor allem während der 

Embryogenese und der Keimzellentwicklung von Bedeutung. Die DNA-Methylierung 

führt durch eine geschlossene Chromatinkonformation zu einer Stummschaltung der 

Genexpression (Kulis et al., 2010). Durch die epigenetische Regulierung von Zielgenen 

konnte so unter anderem ein Einfluss auf die Embryonalentwicklung, die genomische 

Prägung, die Inaktivierung von X-Chromosomen sowie die Stabilität von Chromosomen 

nachgewiesen werden (Robertson, 2005). Es konnte zudem gezeigt werden, dass im 

Rahmen maligner Transformationen häufig eine Hypermethylierung im Bereich der 

Promotorregionen bestimmter Tumorsuppressorgene auftritt und diese inaktiviert. 

Andererseits scheint jedoch auch die Hypomethylierung zu einer genomischen Instabilität 

zu führen und damit die Zelltransformation zu begünstigen (Kulis et al., 2010; Ciernikova 

et al., 2020).  

 

1.3.2. Histonmodifikationen 

 

Histone können posttranslational modifiziert werden und regulieren damit neben der 

Transkription auch die Reparatur, Replikation und Rekombination der DNA (Bannister 

& Kouzarides, 2011). Die epigenetischen Modifikationen befinden sich vorwiegend an 

den N-terminalen Enden der Histone außerhalb der Nukleosomen. Verschiedene 

posttranslationale Histonmodifikationen können die Chromatinstruktur entscheidend 

beeinflussen. Histone können beispielsweise an den Aminosäuren Lysin und Arginin 

acetyliert, methyliert oder ubiquitiniert werden, wohingegen die Aminosäuren Serin, 

Threonin und Tyrosin eine Phosphorylierung aufweisen können (Kimura, 2013). 

Histonmodifikationen, außer Methylierungen, regulieren die Struktur von Chromatin, 

indem sie die Ladung der Histone verändern und internukleosomale Wechselwirkungen 

abwandeln. Es entstehen offene oder geschlossene Chromatinbereiche, welche den 

Zugang von DNA-bindenden Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren, regulieren (Tan et 

al., 2011; Bannister & Kouzarides, 2011). Zusätzlich können Histonmodifikationen von 
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Proteinen mit spezifischen Domänen erkannt werden und eine Änderung der 

Chromatinstruktur bewirken (Jenuwein, 2001). 

 

Mithilfe von Acetyl-CoA katalysieren Histonacetyltransferasen (HATs) den Transfer 

einer Acetylgruppe auf die Aminogruppe von Lysin-Seitenketten (Bannister & 

Kouzarides, 2011). Es ergibt sich eine Neutralisation der positiven Ladung von Lysin und 

damit eine abgeschwächte Wechselwirkung zwischen den Histonen und der negativ 

geladenen DNA. Die Folge ist eine offenere Chromatinkonformation und eine 

Aktivierung der Transkription. Das Histon H3 kann insbesondere an den Lysinresten K9, 

K14, K18, K23 und K27 acetyliert werden (Kimura, 2013), das Histon H4 wiederum an 

den Positionen K5, K8, K12 und K16 (Su et al., 2016). Die Histonacetyltransferasen 

können anhand ihrer zellulären Lokalisation klassifiziert werden. Die Typ A 

Histonacetyltransferasen befinden sich überwiegend im Zellkern und können in die 

GNAT- (GCN5-related N-acetyltransferase), MYST- (benannt nach den zugehörigen 

Enzymen Moz, Ybf2, Sas2, Tip60) und CBP/p300-Familie (cAMP response element-/ 

E1A binding protein) unterteilt werden (Dawson et al., 2012). Die Typ B 

Histonacetyltransferasen sind dahingegen vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert und 

acetylieren freie Histone (Sterner & Berger, 2000). So wie die Acetylierung mit einer 

Aktivierung der Genexpression korreliert, löst die Deacetylierung eine Unterdrückung 

der Transkription aus (Sterner & Berger, 2000). Verantwortlich sind hierfür 

Histondeacetylasen (HDACs). Die Histonacetylierung und -deacetylierung stellen damit 

hoch dynamische Vorgänge dar, die einen erheblichen Einfluss auf die 

Transkriptionsaktivität verschiedener Gene haben (Ciernikova et al., 2020). Für die 

Methylierung von Histonen sind Histon Methyltransferasen verantwortlich, die ein, zwei 

oder drei Methylgruppen von S-Adenosylmethionin auf die Aminogruppe von 

Lysinresten übertragen (Zhang et al., 2011). Je nach Methylierungsgrad und -stelle kann 

dadurch eine Aktivierung oder eine Repression der Genexpression ausgelöst werden 

(Kimura, 2013). Die Methylierung von H3K4, H3K36 und H3K97 korreliert oftmals mit 

einer Steigerung der Transkription, eine Modifikation von H3K9, H3K27 und H4K20 

bewirkt dahingegen eher eine Stummschaltung von Genen (Dawson et al., 2012). Die 

Methylierung von Histonen ist, wie die Acetylierung, ein reversibler Prozess (Tsukada et 

al., 2005). Es wurden jedoch Histondemethylasen (KDM) identifiziert, die mithilfe 

unterschiedlicher Mechanismen eine Abspaltung von Methylgruppen bewirken (Dawson 

et al., 2012). Das Enzym LSD1 (Lysin-spezifische Demethylase 1; KDM1A) 
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demethyliert über eine Oxidationsreaktion insbesondere das Histon H3K4 und fungiert 

somit als Transkriptionsrepressor (Shi et al., 2004). Jumonji C-Domäne enthaltende 

Demethylasen modifizieren die Histone abhängig von den Cofaktoren Eisen und a-

Ketoglutarsäure (Tsukada et al., 2005). Histondemethylasen können in sechs 

Untergruppen eingeteilt werden (KDM2 – 7) (Johansson et al., 2014). Die 

Ubiquitinierung von Histonen besteht aus einer dreiteiligen Reaktion, an der E1-

aktivierende, E2-konjugierende und E3-ligierende Enzyme beteiligt sind. Als besonders 

relevant hat sich die Monoubiquitinierung der Histone H2A und H2B erwiesen. Während 

die Monoubiquitinierung an H2AK119 eine Inaktivierung der Genexpression bewirkt, 

aktiviert H2BK120ub1 die Transkription. Die Histonmodifikation ist, wie die 

Acetylierung und Methylierung, reversibel und kann durch Isopeptidasen abgespalten 

werden. Sie werden als deubiquitinierende Enzyme bezeichnet (Weake & Workman, 

2008; Bannister & Kouzarides, 2011). 

 

1.3.3. Epigenetische Therapieansätze 

 

Die Therapiemöglichkeiten des duktalen Pankreaskarzinoms sind begrenzt und 

Resistenzen gegenüber den Standard-Chemotherapeutika erschweren die Behandlung der 

Patienten zusätzlich. Um das Ansprechen auf vorhandene Therapieoptionen zu 

verbessern, scheint der Ansatz epigenetischer Modulation vielversprechend. Das Ziel 

dabei ist es, die Tumorzellen durch epigenetische Medikamente zu reprogrammieren, um 

die Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika zu erhöhen. Epigenetische Veränderungen 

von DNA- und Chromatinstrukturen regulieren die Expression von Zielgenen, welche 

wiederum zellbiologische Abläufe beeinflussen. Indem sie wichtige 

Tumorsuppressorgene stummschalten, Onkogene aktivieren oder auch 

Differenzierungsgene inhibieren, können epigenetische Modifikationen die 

Tumorentstehung und -progression fördern. Tumorzellen erlangen dadurch die Fähigkeit, 

sich unkontrolliert zu vermehren und einen geringen Differenzierungsgrad zu erreichen 

(Su et al., 2016, Paradise et al., 2018). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Dedifferenzierung von Zellen ein wichtiger Schritt in der Tumorentstehung im Pankreas 

ist (Benitz et al., 2016; Benitz et al., 2019). Zudem ist eine niedrige Differenzierung von 

Krebszellen mit einer aggressiveren Tumorbiologie assoziiert (Kumar et al., 2014). Da 

epigenetische Veränderungen reversibel sind, bieten sie die Möglichkeit zur 

therapeutischen Modulation. Eine Änderung der Tumorzelleigenschaften könnte so den 
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Weg zu einer wirksameren Therapie erleichtern (Paradise et al., 2018). Zwei Gruppen 

epigenetischer Modulatoren, DNA-Methyltransferase- und Histondeacetylase-

Inhibitoren, haben bei der Behandlung von malignen hämatologischen Erkrankungen 

bereits Einzug in die klinische Anwendung gefunden. Die Therapieoptionen des duktalen 

Pankreaskarzinoms konnten bislang durch epigenetische Wirkstoffe noch nicht 

maßgeblich erweitert werden (Ciernikova et al., 2020). Mehrere präklinische und 

klinische Studien konnten jedoch die Relevanz epigenetischer Therapieansätze aufzeigen 

und eine Veränderung des Tumorphänotypen erreichen (Hessmann et al., 2017; Paradise 

et al., 2018; Versemann et al., 2022). Ein vielversprechendes Konzept könnte die 

Kombinationstherapie aus etablierten Chemotherapeutika und epigenetischen 

Wirkstoffen sein (Ciernikova et al., 2020; Versemann et al., 2022).  

 

1.3.3.1. DNA-Methyltransferase-Inhibitoren 

 

Die Methylierung der DNA durch epigenetische Modulatoren ist reversibel und bietet 

dadurch einen geeigneten Ansatzpunkt für therapeutische Strategien. Die Inhibitoren der 

DNA-Methyltransferasen (DNMTs) unterscheiden sich in Nukleotidanaloga und Nicht-

Nukleotidanaloga. Zu den Nukleotidanaloga gehören Azacitidin (5-Azacytidin) und 

Decitabin (5-Aza-2'-Deoxycytidin), welche Derivate des Nukleotids Cytidin darstellen 

(Lyko & Brown, 2005). Die Analoga werden in die DNA eingebaut, binden kovalent die 

DNMTs und inaktivieren diese (Abbildung 5). Die entstehende Demethylierung der DNA 

im Promoterbereich resultiert in einer Reaktivierung der Genexpression (Brueckner et al., 

2007). Die epigenetischen DNMT-Inhibitoren sind klinisch zugelassen und finden vor 

allem Anwendung bei der akuten myeloischen Leukämie und dem myelodysplastischen 

Syndrom (Jones et al., 2019). Das Ziel weiterer Forschung ist es, DNMT-Inhibitoren mit 

einer erhöhten Spezifität gegenüber den verschiedenen Gruppen von Methyltransferasen 

zu entwickeln und die toxischen Nebenwirkungen zu verringern (Fahy et al., 2012). Zu 

den Nicht-Nukleotidanaloga gehören unter anderem EGCG (Epigallocatechingallat) und 

RG108 (N-Phthalyl-L-tryptophan). Sie binden an das aktive Zentrum der Enzyme und 

inhibieren somit direkt die Aktivität der DNMTs (Abbildung 5) (Lyko & Brown, 2005). 

Tumorzellen des duktalen Pankreaskarzinoms weisen häufig eine Überexpression von 

DNMTs und eine damit verbundene Hypermethylierung der DNA auf. Die Expression 

von Zielgenen wird hierdurch unterdrückt und vor allem Tumorsuppressor- und 

Differenzierungsgene vermehrt stillgelegt (Esteller, 2002). Das führt zu negativen 
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Tumorzelleigenschaften und begünstigt die Tumorentstehung und -progression. Das Ziel 

geeigneter DNMT-Inhibitoren ist DNA-Methyltransferasen zu inaktivieren und somit 

Tumorzellcharakteristika, wie den Proliferations- oder Differenzierungsgrad, zu 

verändern (Lefebvre et al., 2010; Paradise et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 5: DNA-Methyltransferase-Inhibitoren. Darstellung der unterschiedlichen 
Wirkmechanismen. (Links) Nicht-Nukleotidanaloga binden an DNA-Methyltransferasen und 
inhibieren diese dadurch direkt. (Rechts) Nukleotidanaloga werden in die DNA eingebaut und 
binden kovalent an DNA-Methyltransferasen. Graphik entnommen und modifiziert aus 
(Brueckner et al., 2007). 
 

 

1.3.3.2. Histondeacetylase-Inhibitoren 

 

Inhibitoren von Histondeacetylasen (HDACs) blockieren häufig das katalytische 

Zentrum der Enzyme und erhöhen dadurch den Grad der Acetylierung von Histonen 

(Miranda Furtado et al., 2019). Dies führt in der Folge zu einer offeneren 

Chromatinkonformation und einer Aktivierung der Transkription (Kimura, 2013). Durch 

die Beeinflussung von Zellzyklus- und Apoptose-regulierenden Genen kommt es zu 

einem gestörten Ablauf des Zellzyklus und einer vermehrten Apoptose der Tumorzellen 

(Eckschlager et al., 2017). Im Jahr 2006 wurde Vorinostat (auch SAHA (Suberoylanilide 

Hydroxamic Acid)) als erster HDAC-Inhibitor von der Food and Drug Administration, 

der US-amerikanischen Arzneimittelbehörde, zur Behandlung des kutanen T-Zell-

Lymphoms zugelassen. Drei Jahre später folgte die Zulassung für Romidepsin, im Jahr 

2014 die Zulassung von Belinostat. Beide Medikamente werden, wie auch Vorinostat, bei 

der Therapie des kutanen T-Zell-Lymphoms angewendet. Ein weiterer HDAC-Inhibitor, 
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Panobinostat, wurde ein Jahr später für die Behandlung von Patienten mit Multiplem 

Myelom zugelassen (Ho et al., 2020). In Bezug auf das duktale Pankreaskarzinom scheint 

eine Überexpression von HDACs mit einer schlechteren Prognose und einer erhöhten 

Resistenz gegenüber Chemotherapeutika zu korrelieren (Miyake et al., 2008; Fritsche et 

al., 2009). Eine Behandlung mit HDAC-Inhibitoren könnte die Tumorzellen für eine 

Standardchemotherapie sensibilisieren und den Behandlungserfolg dadurch verbessern 

(Meidhof et al., 2015).   

 

1.3.3.3. Inhibitor für spezifische Histon H3K27 Methylierung 

 

GSK126 ist ein Inhibitor für EZH2 (Enhancer of zeste homologue 2), welcher die 

Proliferation, Angiogenese und Apoptose von Tumoren beeinflusst (Paradise et al., 

2018). EZH2 ist eine Untereinheit des Proteinkomplexes PRC2 (Polycomb repressive 

complex 2), der die Komponenten EED (Embryonic ectoderm development), SUZ12 

(Suppressor of zeste 12) und RbAp46/48 (Retinoblastoma (Rb)-associated protein 46/48) 

beinhaltet. Der Proteinkomplex katalysiert die Methylierung von H3K27 und indiziert 

somit eine Repression verschiedener Gene. Es konnte gezeigt werden, dass EZH2 einen 

fördernden Einfluss auf die Entwicklung des Tumorgeschehens hat (Kim et al., 2016). Im 

duktalen Pankreaskarzinoms kann häufig eine Überexpression von EZH2 nachgewiesen 

werden. Durch eine verringerte Transkription von EZH2 können mitunter 

Differenzierungsgene wieder aktiviert werden (Lee et al., 2006; Van Vlerken et al., 2013). 

Im Januar 2020 wurde in den USA der EZH2-Inhibitor Tazemetostat zur Behandlung 

eines lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Epitheloidsarkoms bei Erwachsenen und 

Jugendlichen ab 16 Jahren zugelassen. Tazemetostat verringert die Methylierung von 

H3K27 und wirkt wachstumshemmend auf Tumorzellen (Hoy, 2020). 

 

1.3.3.4. Inhibitor für Histon H3K4 Demethylierung 

 

Das Enzym LSD1 (Lysin-spezifische Demethylase; KDM1A) gehört zu den Histon 

Demethylasen und bewirkt insbesondere durch die Abspaltung von Methylgruppen an 

H3K4 eine verringerte Transkription (Dawson et al., 2012). Im Rahmen verschiedener 

Krebserkrankungen kann oftmals eine Überexpression von LSD1 nachgewiesen werden. 

Dies bewirkt eine erhöhte Proliferation von Tumorzellen und eine Stummschaltung von 

Differenzierungsgenen (Qin et al., 2014; Roth et al., 2017). Das Ziel von LSD1-
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Inhibitoren ist es, eine Differenzierung in Krebszellen zu induzieren und somit ein 

verbessertes Ansprechen auf verschiedene Therapieformen zu erreichen (Willenbrock et 

al., 2019). 

 

1.3.3.5. Inhibitor für Histon H2AK119 Ubiquitinierung 

 

PRT4165 (2-Pyridine-3-yl-methylene-indan-1,3-dione) ist ein Inhibitor der PRC1 

(Polycomb repressive complex 1)-vermittelten Ubiquitinierung von Histon H2A (Ismail 

et al., 2013). PRC1 bezeichnet dabei einen Proteinkomplex, der sich zum Beispiel aus 

den Untereinheiten RING1B (ring finger protein 2), BMI1 (B lymphoma Mo-MLV 

insertion region 1), PH1 (polyhomeotic homolog 1) und CBX4 (chromobox homolog 4) 

zusammensetzt (Simon & Kingston, 2009). Im Rahmen des duktalen Pankreaskarzinoms 

konnte eine Überexpression von unter anderem RING1B und BMI1 nachgewiesen 

werden (Martínez-Romero et al., 2009). Durch verschiedene Mechanismen scheinen die 

einzelnen Komponenten von PRC1 zur Tumorentstehung und -progression beizutragen. 

So konnte gezeigt werden, dass eine verstärkte Expression von Bmi1 mit einer erhöhten 

Proliferation und Invasion von Tumorzellen sowie einer reduzierten Zelldifferenzierung 

assoziiert ist (Rodolosse et al., 2004; Martínez-Romero et al., 2009; Grenzda et al., 2011). 

Auch durch die Ring1b-katalysierte Ubiquitinierung von H2AK119 werden unter 

anderem Differenzierungsgene epigenetisch ausgeschaltet. Insbesondere Gene, die in 

pankreatischen Azinuszellen exprimiert sind, werden bei der Pankreaskarzinogenese über 

H2AK119ub inhibiert und somit die Tumorentstehung und –progression vorangetrieben 

(Benitz et al., 2016; Benitz et al., 2019).  
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2. Zielstellung 
 

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass die molekularen Subtypen des 

duktalen Pankreaskarzinoms - definiert als intertumorale Heterogenität - ein 

unterschiedliches Therapieansprechen aufweisen. Basierend auf Genexpressionsanalysen 

gruppieren sich die Subtypen in einen klassischen und einen quasimesenchymalen Typ. 

Den aggressivsten Verlauf zeigt der quasimesenchymale Subtyp, die klassischen 

Subtypen weisen dagegen ein besseres Ansprechen auf Chemotherapie auf. Da der 

genetische Mutationsstatus in den Subtypen sehr ähnlich ist, könnten epigenetische 

Mechanismen für die differierenden Tumorzellcharakteristika verantwortlich sein. In der 

Arbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass die Aktivierung von epigenetischen Enzymen 

eine Veränderung der Genexpression verursacht, wodurch die Entstehung von 

verschiedenen Subtypen hervorgerufen wird. Ziel der Arbeit ist es, epigenetische Profile 

der unterschiedlichen Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms zu erstellen und 

mögliche epigenetische Behandlungen zu untersuchen, die zu einer Reprogrammierung 

der Subtypen führen könnten. Ebenfalls soll ermittelt werden, ob auch eine übergreifende 

epigenetische Reprogrammierung von Pankreastumorzellen unabhängig von der 

intertumoralen Heterogenität erreicht werden kann. Dabei wird evaluiert, ob nach 

epigenetischer Behandlung verschiedene oder ähnliche Tumorzellphänotypen auftreten. 

Hierfür werden in der Arbeit humane Pankreastumorzelllinien verwendet, welche die 

unterschiedlichen Subtypen repräsentieren. Sie werden mit verschiedenen epigenetischen 

Inhibitoren behandelt, welche die Histonacetylierung, -methylierung und  

-ubiquitinierung beeinflussen. 
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3. Material 
3.1. Chemikalien und Reagenzien 

 

Material Hersteller 

2-Propanol Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Agarose SERVA für DNA 

Elektrophorese 

SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ampuwa® Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi, Neufahrn, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

(DMEM) - hoher Glukoseanteil 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco´s Phosphatgepufferte 

Kochsalzlösung (PBS), ohne CaCl2 und 

MgCl2 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Eindeckmedium für Immunfluoreszenz-

färbungen 

Agilent, Santa Clara, USA 

Eselserum 100 ml unsteril Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Essigsäure 100 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol SAV LP, Flintsbach, Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ethylendiamintetraessigsäure 

Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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FastStart Essential DNA Green Master Roche, Basel, Schweiz 

Fetales Kälberserum (FBS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

GeneRuler 100 bp Plus DNA-Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Hydrogenchlorid (HCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isofluran CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland 

Kollagenase P Roche, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Methanol Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Milchpulver, Blotting Grade Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Pellets Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumhydroxid Pellets Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Nuklease-freies Wasser Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

PageRuler™ Plus vorgefärbte 

Proteinleiter 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Paraformaldehyd (PSA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Pierce™ Phosphatase-Inhibitor Tabletten Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Pierce™ Protease-Inhibitor Tabletten Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

ReadyMix™ REDTaq® PCR 

Reaktionsmischung 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1640 Medium (1X) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Rotiphorese® NF-Acrylamid /  

Bis-Lösung 30 % 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SYBR™ Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SYBR™ Safe DNA-Gel-Färbemittel Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS Hydrochlorid PUFFERAN® (Tris-

HCl) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS-Base PUFFERAN® Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS-gepufferte Kochsalzlösung (TBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypanblau Lösung 0,4 % Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsin/EDTA Lösung (10X) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsininhibitor Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

3.2. Kits 

 

Kit Hersteller 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

RNeasy® Plus Mini Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 

RevertAid Erststrang-cDNA-Synthesekit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Pierce ECL Western Blotting-Substrat Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SuperSignal™ West Femto Substrat mit 

maximaler Empfindlichkeit 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SuperSignal™ West Pico PLUS 

Chemilumineszenz-Substrat 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SpectraDropTM Mikrovolumen Starter Kit  Molecular Devices, San José, USA 

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien 
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Verso cDNA Synthese Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

 

3.3. Antikörper 

3.3.1. Primäre Antikörper 

3.3.1.1. Western Blot 

 

Antikörper Applikation Hersteller 

Acetyl-Histone H3 (Lys14) 

(D4B9)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Acetyl-Histone H3 (Lys27) 

(D5E4) XP®  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Acetyl-Histone H3 (Lys9) 

(C5B11)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) 

Maus-IgG-Antikörper 

1 : 4000,  

5 % Milch / TBS-T 

Meridian Life Science Inc., 

Memphis, USA 

Histone H3  

(D1H2) XP® 

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % Milch / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Tri-Methyl Histone H3 (Lys27) 

(C36B11)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Tri-Methyl Histone H3 (Lys36) 

(D5A7) XP® Kaninchen-IgG-

Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Tri-Methyl Histone H3 (Lys9) 

(D4W1U)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Tabelle 2: Kits 
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Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) 

(C42D8)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 1000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Ubiquityl-Histone H2A 

(Lys119) (D27C4) XP® 

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 5000,  

5 % BSA / TBS-T 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

 

 

3.3.1.2. Immunfluoreszenz 

 

Antikörper Applikation Hersteller 

Acetyl-Histone H3 (Lys9)  

(C5B11) 

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Epitheliales 

Zelladhäsionsmolekül (EPCAM) 

Maus-IgG-Antikörper  

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Santa Cruz, Dallas, TX, 

USA 

Tri-Methyl Histone H3 (Lys27) 

(C36B11)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) 

(C42D8)  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Ubiquityl-Histone H2A 

(Lys119) (D27C4) XP® 

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Vimentin  

(D21H3) XP®  

Kaninchen-IgG-Antikörper 

1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

 

 

 

 

Tabelle 3: Primäre Antikörper Western Blot 

 

Tabelle 4: Primäre Antikörper Immunfluoreszenz 
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3.3.2. Sekundäre Antikörper 

3.3.2.1. Western Blot 

 

Antikörper Host Applikation Hersteller 

Anti-Kaninchen-IgG, 

HRP-konjugiert 

Esel 1 : 5000, 1 % 

Milch / TBS-T 

GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK 

Anti-Maus-IgG,  

HRP-konjugiert 

Schaf 1 : 4000, 1 % 

Milch / TBS-T 

GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK 

 

 

3.3.2.2. Immunfluoreszenz 

 

Antikörper Host Applikation Hersteller 

Anti-Kaninchen-IgG, 

FITC-konjugiert 

Esel 1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK 

Anti-Maus-IgG,  

Cy3-konjugiert 

Schaf 1 : 200 

1 % BSA / 0,1 % 

Triton-X / PBS 

GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK 

 

 

3.4. Primer 

 

Alle entworfenen Primer wurden bei Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bestellt 

(25N, entsalzt). 

 
 

Primer Vorwärtssequenz 
5´ à 3´  

Rückwärtssequenz  
3´ à 5´  

Ampli
-fikat 
(bp) 

h-ACTL6A AACTCCTCCAAGTATGCGGTT AAAGAGGCTAGAATGGAGCCG 96 
h-ARID1A ACAATGAAAGACATTGGAACCCCG ATCTAATGCCCATGTGCTCTCTG 90 
h-ARID1B ATGCAGAAGGTCATGCCCAC CCACGCCTCAGGAGTAACGAT 174 
h-ATF2 TGCAGTCCCACTCGTTCG ACCAATCCGCTACCATGACC 177 
h-BMI1 ACCAGAACAGATTGGATCGGAA ATTGCTGCTGGGCATCGTAA 94 
h-BRD2 CAGGGAGCCCTCTTTACGTG GGCTTCTTAATGGTGTAGGGCT 147 

Tabelle 5: Sekundäre Antikörper Western Blot 

 

Tabelle 6: Sekundäre Antikörper Immunfluoreszenz 
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h-BRD4 TCCCCGCTTATGATACATTCCC ACGCAGCTCCTGTTTCTTAGG 102 
h-BRD8 GGCTACCTCTGGGGTCAATG GGGGAGGCTGCAACAGTATT 147 
h-CBX3 AGAGATGCTGCTGACAAACCA GCACCAAGTCTGCCTCATCT 133 
h-CBX4 AGGCTGGTCGCCCAAATATAA TTCGGCCCTCTCTTCCGATA 126 
h-CBX5 GTCTTTCAGGTGGAACGGTGT ATTGTGCTCCTCAGAAAAGCCT 173 
h-CBX7 CGTGCGGAAGGGTAAAGTCG TCTCTCTCCTCCTTCTCCTCGTAG 132 
h-CHD3 CGTCCTGCACAAGGTTCTGA CTGCGCTCGGACATCTGAAG 129 
h-CHD4 TGGCGGAAAGTCATCAGCAC TTCTTCCAGCTGTTTCAGAACTTT 95 
h-CREBBP GTACCATTCCTCGCGATGCT ATCAACGAAAGGTTCGGGGT 191 
h-DNMT1 GTGGAAGCCGGCAAAGC TCCCACTCGAGCCTTCCATA 125 
h-DNMT3A CTCGCGATTTCTCGAGTCCA ATACCGGGAAGGTTACCCCA 96 
h-DNMT3B CTACCCGGGATGAACAGGATCT AGTAGTCCTTCAGAGGGGCG 145 
h-EED TGTGAAAATGCCATTGTGTGCT CCAATGCAAGCATCTTTTGCCAG 169 
h-EHMT1 CTCGACTCGGAAAAACCCAAG GAGCGCTTATTCTGGTGCTC 146 
h-EP300 TGGCAGAAAGTTGGAGTTCTCTC AAGAAACGCTCTCCCCTTGG 152 
h-EZH1 GCGTGGACTTAAGAAGCACC TCATAGACCTTTCCGCGTCG 156 
h-EZH2 TTGCTGGCACCATCTGACG CCACCACAAAATCATTGTTCAAGTT 184 
h-HAT1 GGAAATGGCGGGATTTGGTG ATCCCCAAAGAGTTGATGGGT 190 
h-HDAC1 GCCTTCTACACCACGGACC TTGGACATGACCGGCTTGAAA 185 
h-HDAC2 GAGGTGGCTACACAATCCGT TCATTATATGGCAACTCATTGGGA 97 
h-HDAC3 TGGACTTCTACCAACCCACG ATTCAACGCATTCCCCATGC 114 
h-HMG20A TGAGGAAAAACAGCGCTACCT CGGGCTGCATCTTGCCTATG 156 
h-INO80 CTCGGCTCAAGTCTCAAGGG TCCTGTAAACCATGTATTCCTCCA 90 
h-KAT2A AGCAGAAAGAGATCATCAAGAAGC TCTCTCGAATGCCAGGAACG 132 
h-KAT2B CCACGGATCCCGTACACAG GGTTTCCAGCCTGTCTCTCTAAT 185 
h-KAT5 CAACCACCGCTCAACGAAAC TCGATTTTCGCTTCCGTCCT 146 
h-KDM1A GAATACCCGCTCCACGAGTC ATCAAAACACAACACCACCTTGT 187 
h-KDM2B ACTGTAACCACGTCACCGAC ACCTTATTGCAGTCAGACAGGT 103 
h-KDM3A GGAGCTCCACATCAGGTTCA CCTGAGTAAGCCAGAAGCAGT 100 
h-KDM3A GGAGCTCCACATCAGGTTCA CCTGAGTAAGCCAGAAGCAGT 100 
h-KDM4A AGCAAGCATAAGAACGGGCG GAGACAGTCCTGGCTCACTATGT 138 
h-KDM5A TTTTAACCGGGTGGTGAGCAG CTGTGTCCTTCATGTCGTAGCC 122 
h-KDM6A TCCTAATGGGTTCTTGGTGGC GCCAATTTATACTGGCAGGCTGT 193 
h-KDM6B CCCCTCACCGCCTATCAGTA TCTTGAACAAGTCGGGGTCG 145 
h-KDM7A TGGAATGTGGATACCATGTCAAG CGCTGCTGTCCACATAATTCC 183 
h-KMT1A TGTCAACCACAGTTGTGACCC TGTGGCAAAGAAAGCGATGC 94 
h-KMT2A CTCGGAGGGCAACTAGCAT GATGGGAGACCTGTAGACACCA 98 
h-KMT2D ACAACGTGTACCTGGCTCG TGTAGATGCCTCGATTCTGCTC 165 
h-KMT5B TGGAAAGAGTGGGGAACAGATTTA AGAAAATAGTGCCGTGCCCAT 145 
h-MBD3 TTTACTATAGCCCGAGCGGGAA CTGGCGGCTCTTGTTCATCT 137 
h-MBD4 GGTCTCTACGATCTTCGGGC TCTTCAGGGTGCACCAATCC 108 
h-MECP2 CCGGGGACCCATGTATGATG GGCTTTTCCCTGGGGATTGA 124 
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h-PCGF1 GCCTTTAAGATGGCGTCTCCTC ACTCGAACCTCCTCCTCGTTC 116 
h-PCGF2 AGGGGGCTCTGAGTGATGAT CGCACCCCTGTTTTCTCTTTG 127 
h-PCGF6 AGTACATCAGACACAACCTCTTT GCTGTGGAACAGCAGGTTTA 161 
h-PHC1 CGGCCCCAGATAGCTCAAAT AATTGTGGCCTGCTGGACG 168 
h-PHC2 GGCTTGTGCAAAGAGGTACAAC GTAACCGAAAGGGGCACAGT 186 
h-PRMT5 GACCTCCACGAGCGGAATG TGCAGAGGAAATCAAACCCCT 92 
h-RBBP4 AGAAGATGCAGAAGACGGGC TCTCTGCCATTTGCCACACT 152 
h-RBBP7 TCTGCGGATAAGACCGTAGC GGCGGTCAGTACCACTTGAA 145 
h-RING1A CGTTCACGACGTTGAATGGC ACAGGGATACCCCATGGTCC 157 
h-RING1B ACAGGCCATGAACAGACTGC TGCAGTGTGAACTGTCACCA 89 
h-RTF1 CAGCTGTTCAAGCTGCCATC TGCCTTGACCCTTGCTCATT 96 
h-RUVBL2 CGGTCGGGCAGTCCTTATTG CCGTCTCCTCCTTGATGCGA 200 
h-SETD1A CTGACGAGATGGTCATCGAA TGCAGCAGTGGTTGATGAAT 180 
h-SETD1B CAAGTTCAACCAGCTCAAGTTCC TAACGCTTCTCCCGCATGTC 168 
h-SETD2 GATGGACCTGGGAACTCCAAC GACGATGAACTGGGACATCTCTTTT 142 
h-SETDB1 AAAGAGGACACTGACGACCGA CAGGACATCATCAGGGTTGGAC 177 
h-SETDB2 CGGCCGCTTCCTTAATCATAG CCTGTTGGTGAAGAATGCCAC 106 
h-SIRT1 GGCGGCTTGATGGTAATCAG TGGCATGTCCCACTATCACTG 139 
h-SIRT2 CGCTAAGCTGGATGAAAGAGAAGA CTGGGAGGCTCTCACCAAAAA 108 
h-SMARCA2 ACAAAGATAGGTGTAACGTGGAGA AGACTTCACTGAGCTGTCGC 90 
h-SMARCA4 ACTACGAGCTCATCCGCAAG GGAGTCTTCATAGATCAGGGAGC 161 
h-SMARCA5 GGTCTTGGCATCAATCTTGCG TGTGCTCGGTCCATAGCCTG 95 
h-SMARCB1 GACGACGGCGAGTTCTACAT CCGTGATCATGTGACGATGC 152 
h-SMARCC1 AGTGGATCCCACCTACGGTC TTTTCCTCTTCAGCTCCTTCAAGC 90 
h-SMARCC2 CTTGGTGGAGGCCCATGTTC CCGCTCTCCTCAATCCGCT 135 
h-SMARCD1 TGCTTATGCCACCAGAACCT CCACCACATCAGTCATTGTCTTG 198 
h-SMARCD3 GCTCCTCATGCTGGACTACC GGGGACAATCAAAAATCTGCTGG 200 
h-SMARCE1 CTCCGGACGCGAGGG TAAGAATGAATCTGAGACACCGC 97 
h-SUZ12 TCCATGTCATGAAGCATGGGTTT TGCATTTCACGGAGCTTGGTA 199 
h-TCF3 ACTTCTCGTCCAGCCCTTCT CCTCGTCCAGGTGGTCTTCT 153 
h-USP16 CGGAGACAGTGTAATGGACCAA AAAACCAGCCTGCTGAAATCTCT 141 

 

 

3.5. Zelllinien 

 

Zelllinie Charakterisierung 

(Leibniz-Institut DSMZ, o. D.) 

Klassifizierung nach 

Collisson et al., 2011 

Tabelle 7: Primer, h: Human 
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Pa-Tu-8988T Humane Pankreastumorzelllinie, isoliert 

aus der Lebermetastase eines primären 

Pankreaskarzinoms einer 64-jährigen Frau 

Quasimesenchymaler 

Subtyp 

Pa-Tu-8988S Humane Pankreastumorzelllinie, isoliert 

aus der Lebermetastase eines primären 

Pankreaskarzinoms einer 64-jährigen Frau 

Klassischer Subtyp 

Capan-2 Humane Pankreastumorzelllinie, isoliert 

aus einem primären Pankreaskarzinom 

eines 56-jährigen Mannes 

Klassischer Subtyp 

Panc-1 Humane Pankreastumorzelllinie, isoliert 

aus Gangzellen eines Pankreaskopf-

karzinoms eines 56-jährigen Mannes 

Quasimesenchymaler 

Subtyp 

 

 

3.6. Epigenetische Inhibitoren und das Chemotherapeutikum Gemcitabin 

 

Wirkstoff Gemcitabin Vorinostat PRT4165 LSD1-

Inhibitor 

GSK126 

Lösungsmittel DMEM DMSO DMSO DMEM DMSO 

Lagerung - 20 °C - 20 °C - 20 °C - 20 °C - 20 °C 

Haltbarkeit 1 Monat 1 Monat 1 Monat 3 Monate 3 Monate 

Lösungsmittel-

kontrolle 

DMEM DMSO DMSO DMEM DMSO 

Firma Sigma-

Aldrich, St. 

Louis, USA 

Sigma-

Aldrich, St. 

Louis, USA 

Merck 

Millipore, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Merck 

Millipore, 

Darmstadt, 

Deutschland 

Merck 

Millipore, 

Darmstadt, 

Deutschland 

 

 

 

 

Tabelle 8: Zelllinien 

 

Tabelle 9: Epigenetische Inhibitoren und das Chemotherapeutikum Gemcitabin 
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3.7. Verbrauchsmaterial 

 

Material Hersteller 

96-Well Platte (qRT-PCR), weiß STARLAB, Hamburg, Deutschland 

Filter Pipettenspitzen  

(10 μl, 200 μl, 1000 μl) 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Kryoröhrchen STARLAB, Hamburg, Deutschland 

Lab-TekTM II Chamber Slides, 4-Well  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Lab-TekTM II Chamber Slides, 6-Well  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Nitrozellulosemembran GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

PCR Reaktionsgefäß Biozym, Oldendorf, Deutschland 

Pipettenspitzen (10 μl, 200 μl, 1000 μl) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Sterile Serologische Pipetten  

(5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Xtra-Clear Advanced Polyolefin Starseal STARLAB, Hamburg, Deutschland 

Zellkulturflasche T-25, PS, Oberfläche: 

Standard TC für adhärente Zellen (25 cm2) 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturflasche T-75, PS, Oberfläche: 

Standard TC für adhärente Zellen (75 cm2) 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturplatten (6-Well) Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Zellkulturplatten (96-Well) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

 

 

 

 

Tabelle 10: Verbrauchsmaterial 
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3.8. Geräte 

 

Geräte Hersteller 

AEJ200-4CM Kern & Sohn, Stuttgart, Deutschland 

EW4200-2NM Kern & Sohn, Stuttgart, Deutschland 

Fusion FX Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, 

Deutschland 

Heracell 240 CO2 Inkubator Marshall Scientific, Hampton, USA 

Leica DMI6000 B Leica, Wetzlar, Deutschland 

IX50 Invertiertes Phasenkontrast- und 

Fluoreszenzmikroskop 

Olympus, Shinjuku, Japan 

LightCycler® 96 Roche, Basel, Schweiz 

Mastercycler® Pro Vapo.protect Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mini PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad, Herkules, USA 

Mini Trans-Blot® Modul Bio-Rad, Herkules, USA 

Minizentrifuge für Platten - 230EU Corning, New York, USA 

Pipetboy acu 2 Integra, Biebertal, Deutschland 

PIPETMAN® classic Gilson, Middleton, USA 

PowerPacTM HC Power Supply Bio-Rad, Herkules, USA 

Sonoplus HD2070 mit MS72 Mikrospitze Bandelin, Berlin, Deutschland 

SpectraMax® Plus 384 Mikroplatten 

Reader 

Molecular Devices, San José, USA 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad, Herkules, USA 

TS1 ThermoShaker Biometra, Göttingen, Germany 

Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5418 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5702R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 
Tabelle 11: Geräte 
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3.9. Software 

 

Software Hersteller 

FusionCaptAdvance (7.17.02a) Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, 

Deutschland 

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA 

ImageJ By Wayne Rasband, NIH, Bethseda, USA 

Lightcycler®96 Software Roche, Basel, Schweiz 

Microsoft® Office 365® Microsoft, Redmond, USA  

Leica MM AF Leica, Wetzlar, Deutschland 

 

  
Tabelle 12: Software 

 

https://products.office.com/de-de/compare-all-microsoft-office-products-b?tab=2
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4. Methoden 
4.1. Zellbiologische Methoden 

4.1.1. Zellkulturbedingungen 

 

Pa-Tu-S;  DMEM hoher Glukoseanteil, 

Pa-Tu-T   1 % Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) (v/v), 10 % FBS (v/v) 

 

Capan-2  DMEM hoher Glukoseanteil, 

1 % Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) (v/v), 20 % FBS (v/v) 

 

Panc-1   RPMI 1640 Medium, 

1 % Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) (v/v), 10 % FBS (v/v) 

Tabelle 13: Zellkulturmedien 
 
 

Die Zelllinien wurden bei 37 °C und einer CO2-Sättigung von 5 % in dem aufgelisteten 

Zellkulturmedium (Tabelle 13) kultiviert. Das Arbeiten mit Zellen erfolgte unter sterilen 

Bedingungen. Durchlicht-Mikroskopiebilder wurden mit dem IX50 Mikroskop von 

Olympus bei einer 100-fachen Vergrößerung angefertigt.  

 

4.1.2. Auftauen von Zellen 

 

Die bei -150 °C gelagerten Zellen wurden in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut 

und in 10 ml entsprechendes Zellkulturmedium (Tabelle 13) überführt. Die 

Zellsuspension wurde 5 min bei 225 x g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert und der 

Überstand abpipettiert. Das Zellpellet wurde anschließend in 5 ml Zellkulturmedium 

resuspendiert und in eine T-25 Zellkulturflasche gegeben. 

 

4.1.3. Passagieren von Zellen 

 

Bei einer Konfluenz von 70 - 90 % wurden die Zellen passagiert. Das Zellkulturmedium 

wurde entnommen, die Zellen mit 10 ml (PBS) gewaschen und für 5 min bei 37 °C in 2 

ml 1x Trypsin/EDTA Lösung in PBS inkubiert. Um die Trypsinaktivität zu unterbinden, 

wurden anschließend 8 ml Zellkulturmedium mit FBS hinzugegeben. Die Zellsuspension 

wurde im Verhältnis 1 : 2 bis 1 : 20 verdünnt. 
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4.1.4. Zellzahlbestimmung 

 

Mithilfe der Zählkammer nach Neubauer wurde die Zellzahl bestimmt. Es wurden hierfür 

10 µl der Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau vermischt und davon 10 µl in die Kammer 

pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden die vier Eckquadrate ausgezählt und mithilfe der 

Formel 1 die Zellzahl festgelegt:  

 

Zellzahl/ml = Mittelwert der vier Eckquadrate x Verdünnungsfaktor 2 x 104 Zellen/ml 

Formel 1: Bestimmung der Zellzahl 

 

4.1.5. Einfrieren von Zellen 

 

Einfriermedium    80 % FBS (v/v), 20 % DMSO (v/v) 

 

Nach dem Entfernen des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 

abtrypsiniert und in 8 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 5 

min bei 225 x g, RT zentrifugiert und das Zellpellet in 1,5 ml Zellkulturmedium 

resuspendiert. Es wurde dieselbe Menge an Einfriermedium hinzugegeben und jeweils 1 

ml in Kryoröhrchen überführt. Die Zellen wurden zunächst bei  

- 80 °C eingefroren und zur Langzeitkonservierung bei -150 °C eingelagert. 

 

4.1.6. MTT-Test 

 

Lysepuffer    10 % SDS (w/v), 0,01 N HCl 

 

Der MTT-Test ermöglicht es, Proliferations- und Überlebenskurven der Zelllinien zu 

erstellen. Vitale Zellen metabolisieren die Reduktion von gelbem 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu violettem Formazan. 

Die Intensität der violetten Färbung korreliert mit der Anzahl der lebenden Zellen. 

Um die jeweilige Proliferationsrate der Zelllinien zu bestimmen, wurden fünf 

Messpunkte gewählt (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h). Zu Beginn wurden dafür 2.000 Zellen 

in jedes Well einer 96-Well Zellkulturpatte ausgesät. An den entsprechenden Zeitpunkten 

wurden jeweils 10 µl MTT hinzugegeben und für 3 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen durch Hinzugeben von 100 µl 
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Lysepuffer aufgelöst. Die Reduktion des MTT wurde 24 h später im SpectraMax® Plus 

384 Mikroplatten Reader mithilfe photometrischer Messungen bei einer Absorption von 

570 nm detektiert. 

 

4.1.6.1. MTT-Test nach Behandlung von Zellen mit epigenetischen 

             Inhibitoren und dem Chemotherapeutikum Gemcitabin 

 

Um die Wirksamkeit verschiedener epigenetischer Inhibitoren und dem 

Chemotherapeutikum Gemcitabin zu verifizieren, wurden Überlebenskurven der 

Zelllinien unter Behandlung ermittelt. Hierzu wurde eine der Zelllinie entsprechende 

Zellzahl in jedes Well einer 96-Well Zellkulturpatte ausgesät (Tabelle 14). Nach 24 h 

wurden die Zellen mit den Wirkstoffen ansteigender Konzentration behandelt (Tabelle 

15). 72 h später wurden jeweils 20 µl MTT hinzugegeben und für 3 h bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen durch Hinzugeben 

von 100 µl DMSO lysiert. Die Reduktion des MTT wurde 30 min später im SpectraMax® 

Plus 384 Mikroplatten Reader mithilfe photometrischer Messungen bei einer Absorption 

von 570 nm detektiert. 

 

Zelllinie  Zellen / Well 

Pa-Tu-S  10.000  

Pa-Tu-T  5.000  

Capan-2  10.000  

Panc-1   5.000  

Tabelle 14: Den Zelllinien entsprechende Zellzahl zur Durchführung eines MTT-Tests 
und Bestimmung der Überlebensrate 
 

Wirkstoff    Konzentration 

Vorinostat    0 – 1.000 nM 

PRT4165    0 – 1.000 µM 

LSD1-Inhibitor   0 – 100 µM 

GSK126    0 – 300 nM 

Gemcitabin    0 – 500 nM 

Tabelle 15: Behandlungskonzentrationen ausgewählter Wirkstoffe zur Erstellung von 
Überlebenskurven mittels MTT-Test 
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4.2. Molekularbiologische Methoden 

4.2.1. RNA-Isolation 

 

RNA wurde mithilfe des RNeasy® Plus Mini Kit gemäß den Herstellerangaben isoliert. 

Zur Vorbereitung wurden in einem Reaktionsgefäß 10 µl ß-Mercaptoethanol mit 1 ml 

RLT Plus Puffer sorgfältig vermischt. Die Zellen wurden anschließend entweder als 

Zellpellet oder direkt in der Zellkulturplatte durch 350 µl des mit ß-Mercaptoethanol 

versetzten RLT Plus Puffer lysiert. Das Zelllysat wurde in eine gDNA Eliminator Spin 

Column transferiert und für 30 s bei 8.000 x g, RT zentrifugiert. Die Säule wurde entsorgt 

und der Durchfluss mit 350 µl 70 % Ethanol (v/v) vermischt. Das Gemisch wurde in eine 

Rneasy Spin Column überführt und 15 s bei 8.000 x g, RT zentrifugiert. Der Durchfluss 

wurde verworfen, 700 µl RW1 Puffer auf die Säule pipettiert und 15 s bei 8.000 x g, RT 

zentrifugiert. Anschließend wurden zweimal jeweils 500 µl RPE Puffer auf die Säule 

gegeben und 15 s bei 8.000 x g, RT bzw. 2 min bei 8.000 x g, RT zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde nach jeder Zentrifugation verworfen. Die RNeasy Spin Column wurde 

in ein neues Reaktionsgefäß (2 ml) gesetzt und für 1 min bei maximaler Leistung 

zentrifugiert. Die Säule wurde dann erneut in ein neues Reaktionsgefäß (1,5 ml) 

transferiert und es wurden 30 – 50 µl Nuklease-freies Wasser auf die Membran pipettiert. 

Nach 1 min wurde die RNeasy Spin Column bei 8.000 x g, RT zentrifugiert, das RNA 

Eluat erneut auf die Membran gegeben und für 1 min bei 8.000 x g, RT zentrifugiert. Die 

Säule wurde verworfen und die RNA-Konzentration mithilfe des SpectraMax® Plus 384 

Mikroplatten Readers gemessen. Die gewonnene RNA wurde bei - 80 °C gelagert. 

 

4.2.2. RNA-Quantifizierung 

 

Zur Quantifizierung der RNA wurde das SpectraDropTM Mikrovolumen Starter Kit 

verwendet. Hierbei wurden 2 µl der gewonnenen RNA in markierte Bereiche einer 

Glasplatte aufgetragen und durch eine entsprechende Deckplatte fixiert. Bei 260 und 280 

nm wurde anschließend durch ein SpectraMax® Photometer die Absorption der Probe 

gemessen und diente der quantitativen Bestimmung der Nukleinsäuren. Es konnte die 

RNA-Konzentration berechnet und durch das Absorptionsverhältnis A260 / A280 die 

Qualität und Reinheit der Probe dargestellt werden. 
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4.2.3. cDNA-Synthese 

 

Für die Umschreibung von RNA in cDNA wurde das Thermo Scientific Verso cDNA 

Synthese Kit verwendet. 

 

Volumen Reagenz 

2 µg   RNA 

1 µl   Random Hexamer Primer  

auf 12 µl  Nuklease-freies Wasser 

12 µl   Zwischenvolumen 

4 µl   Reaktionspuffer (5X)  

1 µl   RiboLock RNase Inhibitor (20 U / µl)  

2 µl   10 mM dNTP Mix  

1 µl   RevertAid M-MuLV RT (200 U / µl) 

20 µl   Zwischenvolumen 

80 µl   Nuklease-freies Wasser 

100 µl   Endvolumen (20 ng / µl)  

Tabelle 16: cDNA-Synthese-Ansatz 
 
 

Alle Protokollschritte wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Zunächst wurden 2 

µg RNA und 1 µl Random Hexamer Primer in ein Reaktionsgefäß pipettiert und auf 12 

µl mit Nuklease-freiem Wasser aufgefüllt. Anschließend wurden 4 µl 5x Reaktionspuffer, 

1 µl RiboLock RNase Inhibitor (20 U / µl), 2 µl 10 mM dNTP Mix und 1 µl RevertAid 

M-MuLV RT (200 U / µl) hinzugefügt und sorgfältig vermischt. Der Synthese-Ansatz 

wurde 5 min bei 25 °C, weitere 60 min bei 42 °C und abschließend 5 min bei 70 °C 

inkubiert. Durch Verdünnung mit 80 µl Nuklease-freiem Wasser wurde eine cDNA-

Konzentration von 20 ng / µl erreicht (Tabelle 16). Das Produkt wurde direkt 

weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert. 
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4.2.4. Polymerase-Kettenreaktion 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfältigung ausgewählter  

DNA-Abschnitte. Durch Denaturierung der doppelsträngigen DNA ist es spezifischen 

Primern möglich, an die Einzelstränge zu binden. Eine hitzestabile DNA-Polymerase 

verlängert die Primer mithilfe von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs). Die PCR 

wurde in einem Mastercycler® von Eppendorf durchgeführt (Tabelle 18). 

 

Volumen Reagenz 

2 µl  cDNA (20 ng / µl) 

1 µl  Vorwärtsprimer (10 µM) 

1 µl  Rückwärtsprimer (10 µM) 

10 µl  ReadyMixTM REDTaq® PCR-Reaktionsmischung 

6 µl  ddH2O 

20 µl  Endvolumen 

Tabelle 17: PCR-Reaktionsansatz 

Initiale Denaturierung   120 s bei 95 °C  

Amplifikation – 38 Zyklen    

Denaturierung     30 s bei 95 °C  

Annealing     30 s bei 55 °C  

Extension     30 s bei 72 °C 

Finale Extension    60 s bei 72 °C 

Tabelle 18: PCR-Programm 

 

4.2.5. Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) 

 

Die Expression bestimmter Gene wurde mithilfe der Real-time PCR quantifiziert. Durch 

eine konventionelle Polymerase-Kettenreaktion wurde die Menge an cDNA amplifiziert. 

Mithilfe von Fluoreszenzmessungen wurde diese während eines PCR-Zyklus in Echtzeit 

aufgezeichnet. Die Fluoreszenz des in die DNA interkalierenden Farbstoffes SYBR 

Green stieg dabei proportional zur amplifizierten Menge des Zielgenes. Überstieg diese 
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die Hintergrund-Fluoreszenz, ergab sich daraus der sogenannte Ct-Wert. Alle Werte 

wurden auf ein Haushaltsgen normiert. Am Ende der PCR-Reaktion wurde anhand einer 

Schmelzkurvenanalyse die Spezifität der verwendeten Primer überprüft. Zum Starten der 

Reaktion wurden jeweils 2 µl cDNA (20 ng / µl), 1 µl Vorwärtsprimer (10 µM), 1 µl 

Rückwärtsprimer (10 µM), 10 µl 2x SYBRTM Green PCR Master Mix und 6 µl ddH2O 

in jedes Well einer 96-Well Zellkulturplatte pipettiert (Tabelle 19). Alle Proben wurden 

als Dubletten angelegt. Tabelle 20 zeigt den anschließenden Aufbau des qRT-PCR 

Programmes in dem LightCycler® 96 von Roche. 

 

Volumen Reagenz 

2 µl   cDNA (20 ng / µl)  

1 µl   Vorwärtsprimer (10 µM) 

1 µl   Rückwärtsprimer (10 µM)  

10 µl   SYBRTM Green PCR Master Mix (2X) 

6 µl   ddH2O 

20 µl   Endvolumen 

Tabelle 19: qRT-PCR-Ansatz  

 

Initiale Denaturierung – 1 Zyklus  600 s bei 95 °C  

Amplifikation – 45 Zyklen    

Denaturierung     15 s bei 95 °C  

Annealing     15 s bei 55 °C  

Extension     15 s bei 68 °C 

Schmelzkurve – 1 Zyklus   

Denaturierung     10 s bei 95 °C 

Hybridisierung    60 s bei 65 °C 

Schmelzvorgang    1 s bei 97 °C 

Abkühlung     30 s bei 37 °C 

Tabelle 20: qRT-PCR-Programm 
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Aus den ermittelten Ct-Werten wurden die Mittelwerte gebildet und auf das 

Haushaltsgen normiert. Die relative Genexpression ΔCt wurde anhand der Formel 2 (1) 

berechnet. Im Rahmen der Behandlung von Zellen mit epigenetischen Wirkstoffen 

wurden die Werte anschließend noch auf unbehandelte Kontrollen normalisiert (Formel 

2 (2)). 
 

(1) ΔCt = Ct-Wert Probe – Ct-Wert Haushaltsgen 

(2) ΔΔCt = 2 - (ΔCt behandelte Probe – ΔCt unbehandelte Kontrolle) 

Formel 2: Bestimmung der relativen Genexpression 

 

4.2.6. Agarose-Gelelektrophorese 

 

TAE-Puffer (1X) 40 mM Tris-Base, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA,  

mit Essigsäure auf pH 8 einstellen 

 

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente ihrer Größe nach 

aufgetrennt. Hierfür wurde ein 1 % -iges Agarose-Gel hergestellt (Agarose in TAE-

Puffer) und die PCR-Reaktion in die Geltaschen einpipettiert. Ein DNA-Größenmarker 

(100 bp DNA-Leiter) wurde zusätzlich als Vergleich aufgetragen. Um Nukleinsäuren 

nachzuweisen, enthielt das Gel das in die DNA interkalierende Färbemittel SYBR™ Safe 

(0,01 % (v/v)). Unter konstanter Spannung von 80 V wurde die DNA aufgetrennt und 

anschließend unter UV-Licht in der Detektionskammer Fusion FX von Vilber sichtbar 

gemacht. 

 

4.3. Proteinbiochemische Methoden 

4.3.1. Proteinisolierung 

 

Protein Lyse Puffer  50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 2 % SDS (w/v) 

 

Die in T-75 Zellkulturflaschen kultivierten Zellen wurden sorgfältig mit PBS gewaschen, 

für 5 min bei 37 °C in 1x Trypsin/EDTA Lösung in PBS inkubiert und mit 8 ml 

Zellkulturmedium vermischt. Anschließend wurde die Zellsuspension in ein 

Reaktionsgefäß gegeben, 5 min bei 225 x g zentrifugiert und das überständige Medium 
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abgenommen. Das Zellpellet wurde mit einer entsprechenden Menge an Protein Lyse 

Puffer (Tabelle 21) sowie 1x Protease- und Phosphatase-Inhibitoren angereichert und auf 

Eis lysiert. 

Kultivierte Zellen in 6-Well Zellkulturplatten wurden hingegen sorgfältig mit PBS 

gewaschen, direkt mit einer entsprechenden Menge an Protein Lyse Puffer (Tabelle 22) 

sowie 1x Protease- und Phosphatase-Inhibitoren angereichert und auf Eis lysiert. 

Mithilfe eines Sonicaters wurden die Zellen durch Ultraschallkavitation aufgebrochen (10 

s bei einer Amplitude von 30 %). Das Zelllysat wurde anschließend für 15 min bei 20.800 

x g und 4 °C zentrifugiert, um die Proteine von ungewollten Zellbestandteilen zu 

separieren. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt.  

 

Zelllinie  Konfluenz  Protein Lyse Puffer  

Pa-Tu-S  70-80%   500 µl 

Pa-Tu-T  70-80%  500 µl 

Capan-2  70-80%  300 µl 

Panc-1   70-80%  500 µl 

Tabelle 21: Proteinisolation aus einer T-75 Zellkulturflasche 

 

Zelllinie  Zellen / Well  Protein Lyse Puffer  

Pa-Tu-S  400.000   100 µl 

Pa-Tu-T  300.000   100 µl 

Capan-2  500.000   100 µl 

Panc-1   400.000   100 µl 

Tabelle 22: Proteinisolation aus einer 6-Well Zellkulturplatte 

 

4.3.2. Proteinkonzentrationsmessung 

 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das PierceTM BCA Protein Assay Kit 

verwendet. Dabei wurden 10 µl der Proteinprobe in 200 µl einer vorbereiteten Mischung 

aus Reagenz A / Reagenz B (Verhältnis 1:50) gegeben und für 30 min bei 37 °C inkubiert. 

Eine BSA-Standardreihe bildete die Grundlage der Proteinkonzentrationsmessung (2.000 

μg / ml, 1.500 μg / ml, 1.000 μg / ml, 750 μg / ml, 500 μg / ml, 250 μg / ml, 125 μg / ml, 
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25 μg / ml). Mithilfe des SpectraMax® Plus 384 Mikroplatten Reader wurde die 

Absorption bei 570 nm gemessen und abschließend die Proteinkonzentration bestimmt 

(Formel 3). 

 

y = m * x + b  

 

y = Proteinkonzentration (μg / ml) 

m = Steigung 

x = Absorption (nm) 

b = Y-Achsenabschnitt 

Formel 3: Bestimmung der Proteinkonzentration 

 

4.3.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

 

SDS-Probenpuffer (5X) 1 M Tris-Base, 10 % SDS (w/v), Bromphenolblau, 

5 % ß-Mercaptoethanol (v/v), 50 % Glycerol (v/v) 

Laufpuffer (1X)  25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,10 % SDS (w/v) 

 

Zur Vorbereitung auf die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden 20 

µg der Proteinproben mit 5x SDS-Probenpuffer aufbereitet und für 5 min bei 95 °C 

denaturiert. Um die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufzutrennen, 

wurde anschließend die SDS-PAGE durchgeführt. Dazu wurden 1 mm starke Gele auf 

Polyacrylamidbasis gegossen, bestehend aus einem 4 % - igem Sammelgel und einem  

15 % - igem Trenngel (Tabelle 23). Die Taschen der vorbereiteten Gele wurden daraufhin 

mit den Proben befüllt. Zusätzlich wurde auf jedes Gel ein Protein Marker (Thermo 

ScientificTM PageRuler™ Plus vorgefärbte Proteinleiter) aufgetragen. Die verwendete 

Elektrophorese-Kammer Mini PROTEAN® Tetra Cell von Bio-Rad wurde mit 

Laufpuffer befüllt und die Proteine zunächst in einem elektrischen Feld bei 0,03 A im 

oberen Gel gesammelt. Nach etwa 10 min wurden die Proteine dann bei einer angelegten 

Stromstärke von 0,05 A aufgetrennt. 

 

 



 57 

 

Reagenz    Trenngel (15%)  Sammelgel (4%) 

ddH20     1,2 ml    1,5 ml 

Acrylamid / Bis (30 %)  2,5 ml    375 µl 

Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8)  1,3 ml    - 

Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8)  -    650 µl 

SDS 10 %    50 µl    25 µl 

APS 10 %    25 µl    12,5 µl 

TEMED    7,5 µl    5 µl 

Tabelle 23: Zusammensetzung der Gele für die Durchführung der  
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  

 

4.3.4. Western Blot Analyse 

 

Transferpuffer (1X)  192 mM Glycin, 25 mM Tris-Base, 20 % Methanol (v/v) 

Blockierungspuffer (1X) 5 % BSA (w/v), TBS (1X), 0,1 % Tween® 20 (v/v); 

bzw. Inkubationspuffer 5 % Milchpulver (w/v), TBS-T (1X); 

    1 % Milchpulver (w/v), TBS-T (1X) 

TBS-T (1X) 10 mM Tris Hydrochlorid (1 M, pH 6,8),  

150 mM Natriumchlorid, 0,05 % Tween® 20 (v/v) 

Detektionsreagenz Pierce ECL Western Blotting-Substrat; 

SuperSignal™ West Femto Substrat mit maximaler 

Empfindlichkeit; SuperSignal™ West Pico PLUS 

Chemilumineszenz-Substrat 

 

Um die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine detektieren zu können, wurden 

diese zunächst auf eine Trägermembran transferiert. Verwendet wurde hierzu eine 

Nitrozellulosemembran, auf die kathodenseitig das Polyacrylamidgel gelegt und beides 

durch Filterpapier ummantelt wurde. Die Membran, wie auch die Filterpapiere, wurden 

zuvor für 10 min in Transferpuffer eingelegt. Das Blotting Sandwich wurde in einer 

Kassette des Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systems von Bio-Rad fixiert und die Proteine 

bei einer Spannung von 25 V innerhalb von 30 min auf die Nitrozellulosemembran 
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übertragen. Die Trägermembran wurde anschließend für 1 h bei RT in Blockierungspuffer 

(5 % BSA (w/v) in TBS-T) gelegt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran 

zu blockieren. Der primäre Antikörper wurde ebenfalls mit 5 % BSA (w/v) oder 5 % 

Milchpulver (w/v) in TBS-T gelöst und über Nacht bei 4 °C auf die 

Nitrozellulosemembran gegeben. Unspezifisch bindende Antikörper wurden dann durch 

zweimaliges Waschen (15 min) mit TBS-T entfernt. Der mit Meerrettichperoxidase 

(HRP)-konjugierte Sekundärantikörper wurde in 1 % Milchpulver (w/v) / 1x TBS-T 

verdünnt und die Membran anschließend für 1 h bei RT darin inkubiert. Nach erneuter, 

dreimaliger Waschung (15 min) mit TBS-T wurden die Proteine in der 

Detektionskammer Fusion FX von Vilber detektiert. Dazu wurde die Trägermembran für 

1 min in ein entsprechendes Detektionsreagenz gegeben und durch die darin enthaltenen 

Substrate eine Chemilumineszenzreaktion gestartet. 

 

4.4. Immunhistochemische Methoden 

4.4.1. Immunfluoreszenzfärbung 

 

PBS-T (1X)   PBS (1X), 1 % Tween ® 20 (v/v) 

IF-Blockierungspuffer 5 % Eselserum (v/v), 1 % BSA (w/v),  

0,1 % Triton™ X-100 (v/v), PBS (1X) 

 

Zur Vorbereitung auf die Immunfluoreszenzfärbung wurden die ausgewählten 

Tumorzelllinien entsprechend der oben beschriebenen Zellkulturbedingungen in  

4-Well Lab-Tek™ II Chamber Slides mit je 10.000 Zellen/Well oder in 8-Well Lab-

Tek™ II Chamber Slides mit je 5.000 Zellen/Well kultiviert. Bei ausreichender 

Konfluenz wurde das Zellkulturmedium sorgfältig abgegossen. Zur Fixierung der Zellen 

auf dem Objektträger wurde 4 % Paraformaldehyd (v/v) in PBS verwendet und für 10 

min bei Raumtemperatur auf die Zellen gegebenen. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-

T für jeweils 5 min wurde die Zellmembran der fixierten Tumorzellen durch eine 1 % 

BSA (w/v) / 1 % Triton-X (v/v) Lösung in PBS permeabilisiert (30 min bei 37 °C). 

Anschließend wurden die Kammern dreimal für jeweils 5 min mit PBS-T gewaschen und 

die unspezifischen Bindungsstellen mit IF-Blockierungspuffer für 1 h bei RT blockiert. 

Der primäre Antikörper wurde mit 1 % BSA (w/v) / 0,1 % Triton-X (v/v) Lösung in PBS 

verdünnt und über Nacht bei 4 °C auf den Objektträger gegeben. Durch dreimaliges 
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Waschen mit PBS-T (5 min) wurden unspezifisch gebundene Antikörper entfernt. Der 

Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Sekundärantikörper wurde in einer 1 % BSA (w/v) / 0,1 

% Triton-X (v/v) Lösung in PBS 1:200 verdünnt und für 1 h bei Raumtemperatur in die 

Kammern gegeben. Der Objektträger wurde anschließend für 5 min mit PBS-T 

gewaschen. Um eine Färbung des Zellkernes zu erreichen, wurde bei RT der 

Fluoreszenzfarbstoff DAPI (0,02 % (v/v) in IF-Blockierungspuffer) für 5 min 

aufgetragen. Die Objektträger wurden nochmals für 5 min mit PBS-T gewaschen und die 

Medienkammern vorsichtig entfernt. Abschließend wurde ein Eindeckmedium für 

Immunfluoreszenzfärbungen aufgetropft und möglichst blasenfrei ein Deckglas 

aufgesetzt. Die Objektträger wurden bei 4 °C in Dunkelheit gelagert. Zur Visualisierung 

der Immunfluoreszenzfärbung wurde ein Immunfluoreszenzmikroskop von Leica 

verwendet. Einzelbilder wurden bei einer 400-fachen Vergrößerung angefertigt und 

mittels der Immunfloureszenz-Software Leica MM AF zusammengefügt. 
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5. Ergebnisse 
5.1. Die Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms 

 

2011 legte Collisson et al. den Grundstein für die Identifizierung intertumoraler 

Heterogenität. Zu Beginn der Arbeit wurden vier der dort charakterisierten Zelllinien 

ausgewählt. Als Vertreter des klassischen Subtyps wurden die humanen Krebszelllinien 

Pa-Tu-S und Capan-2 verwendet. Die Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 sind hingegen dem 

quasimesenchymalen Tumorsubtyp zuzuordnen. Zunächst wurde die Zugehörigkeit zu 

den entsprechenden Subtypen verifiziert.  

 

5.1.1. Morphologische und immunhistologische Zelleigenschaften 

 

Für die morphologische Charakterisierung der vier ausgewählten Zelllinien des duktalen 

Pankreaskarzinoms, Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und Panc-1, wurden die Zellen unter 

Normbedingungen kultiviert und Durchlicht-Mikroskopiebilder angefertigt (Abbildung 

6A). Die Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 weisen eine epithelartige Morphologie 

und enge Zell-Zell-Kontakte mit einem inselartigen Wachstum auf. Die Zelllinien Pa-Tu-

T und Panc-1 zeigen hingegen ein eher spindelförmiges (quasimesenchymales) Aussehen 

mit einer Verteilung der einzelnen Zellen, ohne enge Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 6A). 

Anhand der morphologischen Eigenschaften lassen sich die humanen Krebszelllinien in 

zwei Gruppen unterteilen, welche mit den molekularen Subtypen übereinstimmen. Um 

die Zugehörigkeit zu den Subtypen zu bestätigen, wurden alle vier Tumorzelllinien im 

nächsten Schritt durch Immunfluoreszenzfärbungen näher charakterisiert. Die Expression 

des epithelialen Markers, EPCAM (epithelial cell adhesion molecule), und des 

mesenchymalen Markers, Vimentin (VIM), wurde dafür gemessen und später in rot 

beziehungsweise grün farblich dargestellt. In den klassischen Tumorzelllinien Pa-Tu-S 

und Capan-2 zeigt sich eine hohe EPCAM-Expression, Vimentin ist nicht nachweisbar. 

Umgekehrt hingegen verhält es sich in den quasimesenchymalen Krebszellinien Pa-Tu-T 

und Panc-1. EPCAM kann hier nicht dargestellt werden, der mesenchymale Marker 

Vimentin ist jedoch vermehrt vorhanden. Der epitheliale Zellmarker EPCAM tritt sowohl 

zytoplasmatisch als auch membranständig auf, während der mesenchymale Marker 

Vimentin vorrangig zytoplasmatisch lokalisiert ist (Abbildung 6B). 
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Abbildung 6: Verschiedene Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. (A) Morphologie 
ausgewählter Krebszelllinien, welche den klassischen und quasimesenchymalen Subtypen 
darstellen. Maßstabsbalken 100 µm. (B) Repräsentative Bilder der Immunfluoreszenzfärbung 
humaner Zelllinien des duktalen Pankreaskarzinoms zum Nachweis von EPCAM (epithelialer 
Zellmarker in rot) und Vimentin (mesenchymaler Marker in grün). Zellkernfärbung mittels DAPI 
(in blau). Maßstabsbalken 50 µm. 
 

 

5.1.2. Zellproliferation 

 

Zur weiteren Charakterisierung der vier humanen Zelllinien des duktalen 

Pankreaskarzinoms wurden MTT-Assays durchgeführt, um die jeweiligen 

Proliferationsraten über einen Zeitraum von 96 Stunden zu erfassen. Hierbei zeigt sich, 

dass die für den quasimesenchymalen Subtyp repräsentativen Zelllinien Pa-Tu-T und 

Panc-1 eine höhere Zellwachstumsrate aufweisen als die Tumorzelllinien Pa-Tu-S und 

Capan-2. Die Zelllinie Capan-2 zeigt insgesamt die geringste Zellproliferation 

(Abbildung 7). 

 

 

 

 

 

 

Klassischer Subtyp Quasimesenchymaler Subtyp 
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Abbildung 7: Proliferationsrate. Bestimmung der Proliferationsrate der aufgeführten 
Krebszelllinien nach 0 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Die Werte sind als Mittelwert ± SEM (n = 3) 
angegeben.  
 

 

5.1.3. Überlebensrate nach Behandlung mit Gemcitabin  

 

Collisson et al. konnte zeigen, dass Zelllinien des quasimesenchymalen Subtypen im 

Durchschnitt empfindlicher auf eine Behandlung mit Gemcitabin reagieren als 

Tumorzelllinien des klassischen Subtyps. Allerdings konnten spätere Untersuchungen 

nachweisen, dass Tumore des klassischen Subtypen besser auf Standard-

Chemotherapeutika ansprechen als Tumore des quasimesenchymalen Subtypen (Aung et 

al., 2018). Anhand von MTT-Assays habe ich die gegensätzlichen Angaben zur 

Chemosensitivität für die vier ausgewählten Zelllinien Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und 

Panc-1 überprüft. Hierzu wurden die quasimesenchymalen Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-

1 und die klassischen Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 mit ansteigenden Konzentrationen 

des Zytostatikums Gemcitabin (0 – 500 nM) behandelt und das Überleben der Zellen 

mittels MTT-Assay gemessen. Nach der Behandlung mit Gemcitabin ergibt sich keine 

subtypenspezifische Korrelation der Überlebenskurven. Ein erhöhtes 

Therapieansprechen von Zelllinien des quasimesenchymalen Tumorsubtypen kann 

anhand der ausgewählten Krebszelllinien nicht verifiziert werden. Ebenso zeigt sich nach 

Zytostatikabehandlung keine bessere Ansprechrate der klassischen 

Pankreastumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Überlebensrate nach Behandlung mit Gemcitabin. Die Tumorzellen wurden 
über 72 h mit ansteigenden Konzentrationen des Zytostatikums Gemcitabin (0 - 500 nM) 
behandelt. Das Überleben der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Alle Daten sind als 
Mittelwert dargestellt (n = 3). 
 

 

5.1.4. Expressionsanalyse subtypendefinierender Gene 

 

Globale Genexpressionsanalysen von humanen Gewebeproben, primären und etablierten 

Zelllinien des Pankreaskarzinoms ermöglichten Collisson et al., Subtypen zu 

klassifizieren, welche spezifische Gensignaturen besitzen (Collisson et al., 2011). Einige 

der dafür relevanten Gene wurden für die vorliegende Arbeit herausgegriffen und deren 

Expression in den Subtypen mittels Heatmap dargestellt. Die ausgewählten Gene KRT14, 

CKS2 und HK2 sind dabei mit dem quasimesenchymalen Subtyp assoziiert, die Gene 

AGR2, ELF3 und ERBB3 hingegen mit dem klassischen Subtyp (Abbildung 9).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 9: Von Collisson et al. publizierte 
Expressionsdaten ausgewählter Gene. 
Dargestellt sind die Genexpressionsdaten der 
Gene KRT14, CKS2 und HK2 sowie AGR2, ELF3 
und ERBB3. Herausgegriffen wurden dabei die 
klassischen Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-
2 sowie die quasimesenchymalen Zelllinien Pa-
Tu-T und Panc-1. Daten entnommen aus 
(Collisson et al., 2011). 
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Die Expression der Subtyp-spezifischen Gene KRT14, CKS2 und HK2 sowie AGR2, 

ELF3 und ERBB3 wurde anschließend mittels quantitativer Real-time PCR in den vier 

Pankreastumorzelllinien Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und Panc-1 in der vorliegenden 

Arbeit verifiziert. Die mit dem quasimesenchymalen Subtyp assoziierten Gene KRT14, 

CKS2 und HK2 weisen keine erhöhte Transkriptionsrate in den Zellinien Pa-Tu-T und 

Panc-1 auf (Abbildung 10A). Allerdings konnte eine erhöhte Expression der Gene AGR2, 

ELF3 und ERBB3 in den klassischen Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 bestätigt 

werden (Abbildung 10B). 

 

 

A         

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
B 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Verifizierung der Expression von ausgewählten Genen in Krebszelllinien mit 
klassischem oder quasimesenchymalem Subtyp. Analysiert wurden dabei die für den (A) 
quasimesenchymalen Subtyp spezifischen Gene KRT14, CKS2 und HK2 sowie die für den (B) 
klassischen Subtyp spezifischen Gene AGR2, ELF3 und ERBB3. Die Expressionswerte sind 
relativ zum Haushaltsgen TBP angegeben (n=3).  
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Im nächsten Schritt wurde eine mögliche epigenetische Regulation der Gene, die mit den 

Subtypen korrelieren, untersucht. Dazu wurden epigenetische Modulationsmöglichkeiten 

an den Transkriptionsstartpunkten der subtypenspezifischen Gene nach Collisson et al. 

mittels UCSC Browserdaten aufgezeigt. Abbildung 11 gibt dabei beispielhaft den 

Nachweis von Histonacetylierungen in den Genen HK2 und ERBB2 wieder. Es zeigt sich, 

dass sowohl die für den quasimesenchymalen Subtyp spezifischen Gene als auch die mit 

dem klassischen Subtyp assoziierten Gene epigenetisch reguliert werden. 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Epigenetische Modulationsmöglichkeiten an Transkriptionsstartpunkten 
ausgewählter Gene. Nachweis von CpG-Inseln und der Histonmodifikation H3K27ac an den 
Transkriptionsstartpunkten der Gene HK2 (assoziiert mit dem quasimesenchymalen Subtyp) und 
ERBB3 (assoziiert mit dem klassischen Subtyp). Die dargestellten Bilder wurden mit dem UCSC 
Browser (https://genome.ucsc.edu/) erstellt. 
 

 

Daraufhin wurde das gesamte von Collisson et al. publizierte Gencluster näher analysiert 

(Abbildung 12A). Die Gene wurden mithilfe des UCSC Browsers graphisch dargestellt 

und auf H3K27 Acetylierungen untersucht. Dabei fällt auf, dass die 

subtypenklassifizierenden Gene mit bestimmten Acetylierungsmustern korrelieren. An 

den Transkriptionsstartpunkten der Gene, welche dem quasimesenchymalen 

Tumorsubtyp zugeordnet sind, finden sich signifikant mehr aktivierende 

Histonacetylierungen. Gene des klassischen Subtyps scheinen hingegen weniger von 

Histonacetylierungsmustern bestimmt zu sein (Abbildung 12B).  
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Abbildung 12: Analyse von Acetylierungsmustern an Transkriptionsstartpunkten 
ausgewählter Gene. (A) Von Collisson et al. publiziertes Cluster subtypenklassifizierender 
Gene. (B) Mithilfe des USCS Browsers (https://genome.uscs.edu/) wurden subtypendefinierende 
Gene auf Acetylierungen im Bereich ihrer Transkriptionsstartpunkte untersucht und eine 
mögliche Korrelation mittels Chi-Quadrat-Test überprüft. Daten entnommen aus (Collisson et al., 
2011). 
 

 

5.2. Epigenetisches Profil der Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms 

5.2.1. Genexpressionsanalyse epigenetischer Remodeler 

 

Eine Reihe epigenetischer Enzyme ist verantwortlich für die vielfältigen Modulierungen 

an DNA- und Chromatinstrukturen. Des Weiteren wurde überprüft, ob ausgewählte 

epigenetische Remodeler im quasimesenchymalen und klassischen Subtyp 

unterschiedlich exprimiert werden. Mittels quantitativer Real-time PCR wurde das 

Transkriptionsniveau einzelner Enzym-kodierender Gene erfasst und ein epigenetisches 

Profil der Zelllinien Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und Panc-1 erstellt. Die relative 

Genexpression wurde in einer Heatmap farblich kodiert dargestellt. Entsprechend ihrer 

epigenetischen Wirkung wurden die Histon- und DNA-modifizierenden Enzyme in 

https://genome.uscs.edu/
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Gruppen unterteilt und übersichtlich dargestellt (Abbildung 13). Abhängig von den 

ausgewählten Tumorzelllinien zeigt sich in der Analyse ein unterschiedlicher 

Transkriptionsstatus der epigenetischen Modulatoren. Ein ähnliches 

Genexpressionsprofil kann in den Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 sowie in den 

Tumorzelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 festgestellt werden. Das Ergebnis korreliert mit der 

Einteilung in den klassischen und quasimesenchymalen Subtypen. So zeigt sich zum 

Beispiel in Bezug auf die Gene EP300, CHD4 und EZH2 eine erhöhte Expression in den 

Pankreaskrebszelllinien Pa-Tu-S und Capan-2.  
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Abbildung 13: Epigenetisches 
Profil der Subtypen des duktalen 
Pankreaskarzinoms. Die 
verschiedenen Krebszelllinien 
wurden auf ihr epigenetisches Profil 
analysiert. Dabei wurde ein 
Genexpressionsprofil von Enzymen 
erstellt, welche ein Remodelling von 
DNA- und Chromatinstrukturen 
bewirken. Die mRNA 
Expressionswerte sind in einer 
Heatmap als Mittelwert relativ zum 
Haushaltsgen TBP dargestellt  
(n = 3). 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

5.2.2. Western Blot Analyse spezifischer Histonmodifikationen 

 

Zusätzlich wurden Immunblot Analysen mittels Western Blot durchgeführt, um einzelne 

Histonmodifikationen semi-quantitativ zu bestimmen. Es wurden hierfür zunächst 

Proteine aus den vier Tumorzelllinien isoliert und mithilfe spezifischer Antikörper die 

einzelnen Histonmodifikationen nachgewiesen. Die epigenetischen Modifikationen an 

den Histonen wurden entsprechend ihrer aktivierenden oder unterdrückenden Wirkung 
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auf die Transkription in zwei Gruppen unterschieden. Während die Histonmodifikationen 

H3K27me3, H3K9me3 und H2AK119ub eine Repression der Genexpression auslösen, 

führen H3K4me3, H3K36me3 und H3K9ac zu einer Erhöhung des 

Transkriptionsniveaus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Analyse verschiedener Histonmodifikationen. Repräsentative Abbildung der 
Western Blot Analyse ausgewählter Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 sowie Pa-Tu-T und 
Panc-1 für spezifische Histonmodifikationen H3K27me3, H3K9me3 und H2AK119ub 
(Transkriptionsrepression) sowie H3K4me3, H3K36me3 und H3K9ac 
(Transkriptionsaktivierung). Für die Quantifizierung wurden die Level der Histonmodifikationen 
auf das Haushaltsprotein GAPDH oder Histon H3 normalisiert und als Mittelwert ± SD dargestellt 
(n = 3). 
 

 

Abweichend von den Resultaten der mRNA-Expression korrelieren die Gesamtmengen 

der Histonmodifikationen nicht mit den entsprechenden Subtypen. Sowohl bei den 

transkriptionsaktiven als auch -repressiven Modifikationen kann kein ähnliches Niveau 
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innerhalb der subtypenspezifischen Krebszelllinien nachgewiesen werden. Vielmehr 

zeigen sich vorwiegend erhöhte Proteinkonzentrationen der Modifikationen H3K9me3, 

H2AK119ub, H3K4me3, H3K36me3 und H3K9ac in den Zelllinien Pa-Tu-S und Pa-Tu-

T (Abbildung 14).  

 

5.2.3. Immunfluoreszenzfärbung ausgewählter Histonmodifikationen 

 

Das Vorkommen der Histonmodifikationen H3K27me3, H3K9ac, H2AK119ub und 

H3K4me3 wurden darüber hinaus mittels Immunfluoreszenzfärbung analysiert. Die 

Zelllinien Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und Panc-1 wurden hierfür unter normalen 

Zellkulturbedingungen kultiviert und mithilfe spezifischer Antikörper für ausgewählte 

epigenetische Modifikationen markiert (Abbildung 15A). 
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfärbung ausgewählter Histonmodifikationen. (A) 
Repräsentative Bilder der Immunfluoreszenzfärbung humaner Zelllinien des duktalen 
Pankreaskarzinoms zum Nachweis der Histonmodifikationen H3K27me3, H3K9ac, H2AK119ub 
und H3K4me3. Maßstabsbalken 100 µm. (B) Analyse der Immunfluoreszenzfärbung 
unbehandelter Tumorzellen hinsichtlich ausgewählter Histonmodifikationen. Berechnet wurde 
das Verhältnis der relativen Anteile von stark zu schwach positiven Zellen. Alle Daten sind als 
Mittelwert ± SD (n = 2) dargestellt. 
 

 

Alle Zelllinien zeigten eine kernspezifische Färbung der Histonmodifikationen 

H3K27me3, H3K9ac, H2AK119ub und H3K4me3 (Abbildung 15A). Für die 

anschließende Quantifizierung wurden mehrere Einzelbilder der jeweiligen 

Immunfluoreszenzfärbung angefertigt und daran der Anteil von stark zu schwach 

positiven Zellen ermittelt. Weiter wurde das Verhältnis der relativen Anteile von stark zu 

schwach positiven Zellen berechnet und graphisch dargestellt (Abbildung 15B). Die 

Zelllinien Pa-Tu-S und Panc-1 weisen dabei erhöhte H3K27me3 Level auf, einhergehend 

mit den Ergebnissen der Western Blot Analyse. Das Verhältnis der stark zu schwach 

positiven Zellen in Bezug auf die Histonmodifikation H3K9ac korreliert mit den 

Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. Der Anteil der stark positiven Zellen zeigt 

sich in den Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 erhöht, während er in den Tumorzelllinien 

Pa-Tu-T und Panc-1 nur erniedrigt nachweisbar ist. Kein subtypenspezifisches 

Expressionsmuster kann hingegen bei den Histonmodifikationen H2AK119ub und 

H3K4me3 dargestellt werden. 
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5.3. Behandlung mit epigenetischen Modulatoren 

 

Durch die weiteren experimentellen Untersuchungen galt es herauszufinden, ob durch die 

Behandlung mit epigenetischen Wirkstoffen eine Reprogrammierung der Tumorzellen 

erreicht werden kann. Dies könnte einen entscheidenden Beitrag leisten, 

Therapieoptionen durch eine veränderte Differenzierung der Tumorzellen wirksamer zu 

machen. Für die nachfolgenden Analysen wurden die vier epigenetischen Wirkstoffe 

PRT4165, Vorinostat, LSD1-Inhibitor und GSK126 verwendet. 

 

5.3.1.  Überlebensrate nach epigenetischer Behandlung 

 

Um die Überlebensrate der Tumorzellen abhängig von den variierenden Konzentrationen 

der epigenetischen Inhibitoren darzustellen, wurden MTT-Tests durchgeführt (Abbildung 

16). Im Anschluss daran wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) eines 

jeden Wirkstoffes bestimmt, um für folgende Analysen die optimale Dosierung der 

Inhibitoren in Bezug auf die ausgewählten Tumorzelllinien festzulegen. Die Zelllinien 

Pa-Tu-S, Capan-2, Pa-Tu-T und Panc-1 wurden daher mit ansteigenden Konzentrationen 

der epigenetischen Inhibitoren Vorinostat (0 - 1000 nM), GSK126 (0 - 300 nM), PRT4165 

(0 - 1000 µM) und LSD1-Inhibitor (0 - 100 µM) für 72 Stunden behandelt. Dabei zeigt 

sich vor allem nach der Behandlung mit Vorinostat und PRT4165 ein Einfluss auf das 

Überleben der Tumorzellen. Die quasimesenchymalen Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 

weisen gegenüber den klassischen Tumorzelllinien bessere Ansprechraten gegenüber 

Vorinostat und PRT4165 auf und sterben bereits bei niedrigeren Konzentrationen des 

Inhibitors ab. Die Tumorzellen der klassischen Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 reagieren 

hingegen erst bei höheren Dosierungen auf die Inhibitoren. Das Ansprechen der 

Tumorzellen ausgewählter Zelllinien korreliert somit in Bezug auf die Inhibitoren 

Vorinostat und PRT4165 mit den Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. Die 

epigenetischen Wirkstoffe GSK126 und LSD1-Inhibitor bewirkten lediglich ein geringes 

Absterben der Tumorzellen bei erst hohen Konzentrationen der Inhibitoren. In Bezug auf 

die Zelllinie Capan-2 lässt sich weiter feststellen, dass sie auf die epigenetischen 

Wirkstoffe nicht oder erst bei höheren Dosierungen reagiert. Sie scheint somit tendenziell 

eher resistent gegenüber den ausgewählten epigenetischen Inhibitoren zu sein. 
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Abbildung 16: Überlebensrate nach epigenetischer Behandlung. Die Zelllinien Pa-Tu-S, 
Capan-2 sowie Pa-Tu-T und Panc-1 wurden über 72 h mit ansteigenden Konzentrationen der 
epigenetischen Inhibitoren (A) Vorinostat (0 - 1000 nM), (B) GSK126 (0 - 300 nM), (C) PRT4165 
(0 - 1000 µM) und (D) LSD1-Inhibitor (0 - 100 µM) behandelt. Das Überleben der Zellen wurde 
mittels MTT-Test bestimmt. Alle Daten sind als Mittelwert dargestellt (n = 3). 
 

 

5.3.2. Western Blot Analyse spezifischer Histonmodifikationen nach 

    epigenetischer Behandlung 

 

Um die Wirkung der epigenetischen Inhibitoren auf Änderungen bei den 

Histonmodifikationen zu überprüfen, wurden Western Blot Analysen durchgeführt. Die 

Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 sowie Pa-Tu-T und Panc-1 wurden hierfür mit 150 nM 

Vorinostat, 20 nM GSK126, 50 µM PRT4165 oder 3 µM LSD1-Inhibitor für 6 und 24 

Stunden behandelt. 
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Abbildung 17: Expressionsanalyse verschiedener Histonmodifikationen nach 
epigenetischer Behandlung. Western Blot Analyse der Histonmodifikationen H3K9ac, 
H3K27me3, H2AK119ub, H3K4me3 und GAPDH. Die Zellen wurden mit (A) 150 nM 
Vorinostat, (B) 20 nM GSK126, (C) 50 µM PRT4165 und (D) 3 µM LSD1-Inhibitor behandelt 
und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die Daten sind als Mittelwert ± SEM (n = 1-2) 
dargestellt, normalisiert auf GAPDH. 
 

 

Der HDAC-Inhibitor Vorinostat weist einen positiven Effekt auf und bewirkt zum 6 

Stunden-Zeitpunkt einen Anstieg der Acetylierung von H3K9ac (Abbildung 17A). Die 

erhöhte Acetylierung ist auf die Inhibierung von Histondeacetylasen zurückzuführen. 

Lediglich nach der Behandlung von Tumorzellen über 24 Stunden kann wieder ein Abfall 

der Histonmodifikation nachgewiesen werden. Eine gute Wirksamkeit kann auch bei dem 
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EZH2-Inhibitor GSK126 beobachtet werden. EZH2 ist eine Untereinheit des 

Proteinkomplexes PRC2 und katalysiert die Tri-Methylierung von H3K27 (Kim et al., 

2016). Es zeigt sich im Vergleich zur Kontrolle an beiden Zeitpunkten ein Rückgang der 

Methylierung von H3K27me3 in allen vier Zelllinien (Abbildung 17B). Der 

epigenetische Inhibitor PRT4165 blockiert den Proteinkomplex PRC1 und beeinflusst 

hierdurch die Ubiquitinierung von Histon H2A (Ismail et al., 2013). Obwohl die 

Tumorzellen dahingehend einen starken Rückgang bei den Überlebensraten gezeigt 

haben, konnte bei der verwendeten Konzentration des Inhibitors kein Verlust der 

Histonmodifikation H2AK119ub in der Western Blot Analyse detektiert werden 

(Abbildung 17C). Der LDS1-Inhibitor vermittelt seine Wirkung über die Inhibierung der 

entsprechenden Lysin-spezifischen Demethylase 1 und verringert hierdurch die 

Abspaltung von Methylgruppen an H3K4 (Dawson et al., 2012). Ein solcher Effekt auf 

die Histonmodifikation H3K4me3 kann in den Analysen nicht nachgewiesen werden 

(Abbildung 17D). 

 

5.3.3. Expressionsanalyse subtypendefinierender Gene nach epigenetischer 

   Behandlung  

 

Um herauszufinden, ob durch die Behandlung mit epigenetischen Wirkstoffen eine 

Reprogrammierung der Tumorzellen und eine Änderung des Expressionsprofils der 

subtypendefinierenden Gene induziert werden kann, wurde erneut eine 

Expressionsanalyse der subtypendefinierenden Gene nach epigenetischer Behandlung 

durchgeführt. Die Tumorzellen wurden zunächst über 24 Stunden mit dem 

entsprechenden Inhibitor inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Transkription der für 

den quasimesenchymalen Subtyp spezifischen Gene KRT14, CKS2 und HK2 sowie der 

für den klassischen Subtyp spezifischen Gene AGR2, ELF3 und ERBB3 mittels 

quantitativer Real-time PCR bestimmt (Abbildung 18). Im Vergleich zu den 

unbehandelten Zellen weisen die Expressionsprofile der behandelten Zelllinien einige 

Unterschiede auf. So stellt sich nach epigenetischer Behandlung beispielsweise eine 

erniedrigte Expression der klassisch-assoziierten Gene AGR2 und ELF3 in den 

klassischen Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 dar. Darüber hinaus zeigt sich CKS2 in den 

quasimesenchymalen Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 eher hoch- sowie ELF3 eher 

herunterreguliert. In Bezug auf AGR2 unterscheidet sich die Expression innerhalb des 

quasimesenchymalen Subtypen. Während sie in der Zelllinie Pa-Tu-T erniedrigt ist, stellt 
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sie sich in der Zelllinie Panc-1 erhöht dar. Allgemein kann keine subtypenspezifische 

Abhängigkeit der Genexpression in den verschiedenen Zelllinien nach der Behandlung 

mit epigenetischen Inhibitoren festgestellt werden. 

 

A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: qPCR-Analyse nach Behandlung mit epigenetischen Inhibitoren. Die 
Tumorzellen der Zelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 des klassischen Subtypen (A) sowie der 
Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 des quasimesenchymalen Subtypen (B) wurden mit den 
epigenetischen Inhibitoren PRT4165 (50 µM), Vorinostat (150 nM), LSD1-Inhibitor (3 µM) oder 
GSK126 (20 nM) für 24 h behandelt. Die mRNA-Expressionswerte sind normalisiert auf 
unbehandelte Kontrollzellen als Mittelwert relativ zum Haushaltsgen TBP dargestellt (n=1). 
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6. Diskussion  
 

Das Pankreaskarzinom ist die vierthäufigste Todesursache aller Krebssterbefälle in 

Deutschland (Robert Koch-Institut, 2019). Man geht davon aus, dass 

Bauchspeicheldrüsenkrebs bis 2030 die zweithäufigste tumorbedingte Todesursache sein 

wird (Rahib et al., 2014). Aufgrund meist unspezifischer Symptome in fortgeschrittenen 

Krankheitsstadien erweist sich die Diagnosestellung als schwierig und das Tumorleiden 

wird häufig erst spät entdeckt. Eine kurative Behandlung durch die Resektion des 

Tumorgewebes ist häufig nicht mehr möglich (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). 

Umso wichtiger erscheint es daher, die Karzinogenese und Progression des Tumors als 

Grundlage für verbesserte Therapieoptionen und zielgerechtere Behandlungen besser zu 

verstehen (Hezel et al., 2006). 

 

Durch die Beeinflussung diverser zellbiologischer Abläufe können epigenetisch 

regulierte Gene einen entscheidenden Beitrag dazu leisten, die Tumorentstehung und -

progression voranzutreiben (Su et al., 2016). Modulierungen an DNA- und 

Chromatinstrukturen beeinflussen die Expression verschiedenster Gene. Sie können so 

Tumorzellcharakteristika maßgeblich verändern und molekulare Tumorsubtypen 

schaffen (Paradise et al., 2018; Ciernikova et al., 2020). Epigenetische Therapieansätze 

könnten eine Veränderung des Tumorphänotypen erreichen und somit ein besseres 

Ansprechen auf vorhandene Behandlungsoptionen ermöglichen (Paradise et al., 2018; 

Versemann et al., 2022). 

 

Ziel dieser Arbeit war es, epigenetische Profile der Subtypen des duktalen 

Pankreaskarzinoms zu erstellen und epigenetische Behandlungsmöglichkeiten zu 

untersuchen, die zu einer Reprogrammierung der Subtypen führen könnten.  

 

6.1. Die Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms 

 

Anhand von Genexpressionsanalysen konnten zwei Subtypen des duktalen 

Pankreaskarzinoms definiert werden (Moffitt et al., 2015; Bailey et al., 2016; Chan-Seng-

Yue et al., 2020). In dieser Arbeit wurde die von Collisson et al. im Jahr 2011 publizierte 

Einteilung zugrunde gelegt. Es wird dabei ein klassischer Subtyp von einem 

quasimesenchymalen Subtyp unterschieden (Collisson et al., 2011). Für die 
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durchgeführten Analysen wurden die Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2, 

repräsentativ für den klassischen Subtyp, sowie die Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1, 

repräsentativ für den quasimesenchymalen Subtyp, ausgewählt.  

 

Den Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms werden morphologische und 

immunhistologische Zelleigenschaften zugeschrieben, welche in der vorliegenden Arbeit 

bestätigt werden konnten. Der klassische Subtyp weist eine hohe Expression Adhäsions-

assoziierter und epithelialer Gene auf (Collisson et al., 2011; Moffitt et al., 2015; Raphael 

et al. 2017). Diese Beobachtung korreliert mit der epithelartigen Zellmorphologie und 

den engen Zell-Zell-Kontakten der repräsentativen Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-

2 sowie der Expression des epithelialen Zellmarkers EPCAM in der 

Immunfluoreszenzfärbung. Das eher mesenchymale Expressionsprofil des 

quasimesenchymalen Subtypen (Collisson et al., 2011; Bailey et al., 2016; Chan-Seng-

Yue et al., 2020) geht in den humanen Tumorzelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 mit einer 

erhöhten Nachweisbarkeit des mesenchymalen Markers Vimentin in der 

Immunfluoreszenzfärbung einher. Die Ergebnisse stützen die Klassifizierung von Pa-Tu-

S und Capan-2 als klassische Tumorzelllinien sowie von Pa-Tu-T und Panc-1 als 

Zelllinien des quasimesenchymalen Subtyp. Der aggressivere Charakter des 

quasimesenchymalen Subtyp spiegelt sich darüber hinaus in den Proliferationsraten der 

ausgewählten Krebszelllinien wider. Die Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 weisen im 

Vergleich zu den klassischen Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 höhere 

Zellwachstumsraten auf. Ein subtypenabhängiges Ansprechen auf das Zytostatikum 

Gemcitabin konnte anhand der ausgewählten Tumorzelllinien nicht nachgewiesen 

werden. Bereits publizierte Daten zu subtypspezifischen Ansprechraten auf 

Chemotherapeutika weichen ebenfalls stark voneinander ab. So beschreibt Collisson et 

al. ein besseres Ansprechen auf Gemcitabin innerhalb des quasimesenchymalen Subtypen 

(Collisson et al., 2011). In späteren Analysen konnte hingegen gezeigt werden, dass 

Tumore des klassischen Subtyps besser auf Standard-Chemotherapeutika reagieren als 

Tumore des quasimesenchymalen Subtypen (Aung et al., 2018). Weitere Analysen mit 

größeren Kohorten an subtypspezifischen Tumorzelllinien oder definierten Patienten-

basierten Organoidsystemen müssen zur weiteren Klärung eines suptypenbasierten 

Ansprechens auf Chemotherapie herangezogen werden. 
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Auf molekularer Ebene basiert die Klassifizierung in Subtypen auf spezifischen 

Genexpressionsprofilen. Es wurden daher einige subtypendefinierende Gene ausgewählt 

und deren Expression in den Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 sowie Pa-Tu-T und 

Panc-1 analysiert. Dabei konnte eine erhöhte Transkription der epithelialen 

Differenzierungsgene AGR2, ELF3 und ERBB3 in den klassischen Tumorzelllinien Pa-

Tu-S und Capan-2 nachgewiesen werden. Dies korreliert mit den zuvor beschriebenen 

Zelleigenschaften der klassischen Tumorzelllinien und stimmt zudem mit den von 

Collisson et al. publizierten Erkenntnissen überein (Collisson et al., 2011). In mehreren 

Untersuchungen wurde darüber hinaus eine negative Korrelation epithelialer Marker zum 

quasimesenchymalen Subtyp beschrieben (Bailey et al., 2016; Chan-Seng-Yue et al., 

2020). Passend dazu ergab sich eine deutlich reduzierte Expression der klassisch-

assoziierten Gene AGR2, ELF3 und ERBB3 in den quasimesenchymalen Tumorzelllinien 

Pa-Tu-T und Panc-1. Eine erhöhte Transkriptionsrate der mesenchymal-assoziierten 

Gene KRT14, CKS2 und HK2 konnte in den Tumorzelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 nicht 

dargestellt werden (Collisson et al., 2011). In dieser Arbeit wurden anhand globaler 

Genexpressionsanalysen die Tumorzelllinien Pa-Tu-S und Capan-2 repräsentativ für den 

klassischen Subtyp sowie die Zelllinien Pa-Tu-T und Panc-1 repräsentativ für den 

quasimesenchymalen Subtyp ausgewählt. Die Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass 

anhand der ausgewählten Tumorzelllinien kein konstant subtypenabhängiges 

Expressionsprofil analysierter Gene abgebildet werden kann.  

 

Insgesamt gesehen kann die Einteilung des duktalen Pankreaskarzinoms in Subtypen 

durch morphologische und immunhistologische Unterschiede bekräftigt werden. Darüber 

hinaus ergibt sich eine therapeutische Relevanz mit unterschiedlichem 

Therapieansprechen auf das Standard-Chemotherapeutikum Gemcitabin. Zudem haben 

sich die epithelialen Marker AGR2, ELF3 und ERBB3 als Gene herausgestellt, welche mit 

dem klassischen Subtyp korrelieren. 

 

6.2. Das epigenetische Profil der verschiedenen Subtypen 

 

Genetische Veränderungen allein, allen voran Mutationen in den Genen KRAS, CDKN2A, 

TP53 und SMAD4, können viele Aspekte der Tumorheterogenität nicht erklären. 

Vielmehr scheinen die Tumorzellcharakteristika das Ergebnis mehrerer Faktoren zu sein 

(Lomberk et al., 2018; Juiz et al., 2019). Einen wichtigen Schüsselbereich stellt dabei die 
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Epigenetik dar. Epigenetische Strukturen prägen durch vererbbare Veränderungen der 

DNA- und Chromatinstrukturen die Expression vieler Gene. Sie beeinflussen dadurch 

zellbiologische Prozesse und scheinen mitunter die verschiedenen Subtypen des duktalen 

Pankreaskarzinoms zu kontrollieren (Mishra et al., 2017; Lomberk et al., 2018; Patil et 

al., 2020). Weiter galt es daher zu überprüfen, ob subtypendefinierende Gene 

epigenetisch reguliert werden und ob sich epigenetische Profile der Subtypen des 

duktalen Pankreaskarzinoms voneinander unterscheiden.  

 

Gestützt werden kann die Annahme der epigenetischen Regulation 

subtypenbestimmender Gene durch die Darstellung epigenetischer 

Modulationsmöglichkeiten an den jeweiligen Transkriptionsstartpunkten. Es zeigte sich 

dabei, dass sowohl für den klassischen-, als auch für den quasimesenchymalen Subtyp 

relevante Gene epigenetisch reguliert sind. Dass sich die Ausprägung der epigenetischen 

Modifikationen dabei zwischen den Subtypen unterscheidet, zeigt die Analyse 

bestimmter Acetylierungsmuster an den Transkriptionsstartpunkten 

subtypenklassifizierender Gene. So weisen Gene, welche dem quasimesenchymalen 

Tumorsubtyp zugeordnet sind, signifikant mehr Histonacetylierungen auf. Es wurde dazu 

das gesamte von Collisson et al. publizierte Cluster subtypendefinierender Gene auf die 

Histonmodifikation H3K27ac untersucht (Collisson et al., 2011). Bereits Lomberk et al. 

konnte zeigen, dass tumorrelevante Gene eine hohe Assoziation zu epigenetischen 

Markierungen aufweisen und die Subtypen des Pankreaskarzinoms durch verschiedene 

epigenomische Signaturen geprägt sind (Lomberk et al., 2018). Das spiegelt sich auch in 

den epigenetischen Profilen der Subtypen wider. Es wurde dazu die Genexpression von 

Histon- und DNA-modifizierenden Enzymen untersucht, welche unter anderem eine 

Histonacetylierung (CREBBP, EP300) oder -deacetylierung (HDAC1, CHD4), eine 

Histon- (SETD1A, SUZ12, EZH2) oder auch DNA-Methylierung (DNMT1) sowie Histon-

Demethylierung (KDM6A, KDM3A) bewirken. Die Transkriptionsniveaus der 

epigenetischen Remodeler ähnelten sich dabei innerhalb der Subtypen und ließen 

zugleich eine Abgrenzung des klassischen gegenüber des quasimesenchymalen Subtypen 

zu. Analysiert man weiter die absolute Proteinkonzentration der zugehörigen 

transkriptionsrepressiven Histonmodifikationen H3K27me3, H3K9me3 und 

H2AK119ub sowie der transkriptionsaktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3, 

H3K36me3 und H3K9ac kann allerdings keine Korrelation zu den Subtypen 

nachgewiesen werden. Unberücksichtigt bleibt dabei, dass die vielfältigen epigenetischen 
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Modifikationen an den Transkriptionsstartpunkten der Zielgene individuell ausgeprägt 

sind. So ergeben sich unterschiedliche Genexpressionsprofile, welche die 

Tumorzellcharakteristika der Subtypen bestimmen.  

 

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms durch 

unterschiedliche epigenetische Profile geprägt sind. In Anbetracht der hohen Komplexität 

epigenomischer Signaturen sind weiterführende Analysen dringend notwendig, um ein 

fundierteres Verständnis zu erlangen und die Zusammenhänge epigenetischer 

Veränderungen in Hinblick auf die verschiedenen Subtypen des duktalen 

Pankreaskarzinoms zu erfassen.  

 

6.3. Gezielte Therapieansätze durch epigenetische Behandlungsmöglichkeiten 

 

Die 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit des Pankreaskarzinoms liegt unter 10 % 

(Robert Koch-Institut, 2019). Verbunden ist die schlechte Prognose und Therapierbarkeit 

der Erkrankung mit einem hohen Maß an inter- und intratumoraler Heterogenität 

(Versemann et al., 2022). Eine entscheidende Rolle scheinen dabei epigenetische 

Mechanismen zu spielen (Juiz et al., 2019). Aufgrund der Reversibilität epigenetischer 

Modifikationen könnten epigenetische Behandlungsmöglichkeiten durch eine 

Reprogrammierung der Tumorzellen neue Therapiemöglichkeiten eröffnen (Paradise et 

al., 2018). Ziel dabei ist es, eine Veränderung des Tumorphänotypen zu erreichen und 

damit das Ansprechen auf vorhandene Behandlungsmöglichkeiten zu verbessern 

(Paradise et al., 2018; Versemann et al., 2022). In dieser Arbeit wurden dafür die 

epigenetischen Wirkstoffe Vorinostat, GSK126, PRT4165 und LSD1-Inhibitor 

untersucht.  

Einen deutlichen Einfluss auf das Überleben der Tumorzellen zeigte zunächst der 

epigenetische Inhibitor Vorinostat. Nach epigenetischer Behandlung konnte ein starker 

Rückgang der Tumorzellen beobachtet werden Die quasimesenchymalen Zelllinien Pa-

Tu-T und Panc-1 wiesen dabei gegenüber den klassischen Tumorzelllinien Pa-Tu-S und 

Capan-2 bessere Ansprechraten auf. Die Überlebensrate der Tumorzellen korrelierte 

folglich mit den Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. Der HDAC-Inhibitor bewirkt 

eine Aktivierung der Genexpression, indem er den Grad der Acetylierung von Histonen 

erhöht (Versemann et al., 2022). Übereinstimmend damit konnte nach epigenetischer 

Behandlung ein Anstieg der Acetylierung von H3K9ac nachgewiesen werden. Dieser 
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Effekt zeigte sich in allen vier Tumorzelllinien gleichermaßen. Bereits in der 

Vergangenheit konnten mit Inhibitoren von Histondeacetylasen therapeutische Erfolge 

erzielt werden. So wurden unter anderem Vorinostat, Romidepsin und Belinostat zur 

Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms zugelassen (Van Kampen et al., 2014; Ho et 

al., 2020). Während die Inhibitoren bei hämatoonkologischen Erkrankungen gutes 

Ansprechen zeigen, sind die klinischen Erfolge in Hinblick auf das Pankreaskarzinom 

noch begrenzt (Versemann et al, 2022). Grund dafür könnte die eher geringe Spezifität 

der HDAC-Inhibitoren sein, welche durch die unterschiedlichen funktionellen 

Beteiligungen der verschiedenen HDAC-Klassen zu erklären ist. Die Inhibitoren der 

Histondeacetylasen konnten mit unerwünschten und teils tumorfördernden 

Nebeneffekten in Verbindung gebracht werden. Eine Verbesserung der Ergebnisse 

konnte durch Kombinationstherapien erzielt werden, welche nun im Fokus der weiteren 

Forschung stehen (Mazur et al., 2015; Hessmann et al., 2017). Auch ein EZH2-Inhibitor 

hat im Jahr 2020 bereits Einzug in die Klinik gefunden. Das Medikament Tazemetostat 

wurde zur Behandlung eines lokal fortgeschrittenen oder metastasierten 

Epitheloidsarkoms bei Erwachsenen und Jugendlichen ab 16 Jahren zugelassen (Hoy, 

2020). Es verringert die Methylierung von H3K27, was auch in Bezug auf den Inhibitor 

GSK126 dargestellt werden konnte. Nach epigenetischer Behandlung mit dem EZH2-

Inhibitor konnte ein Rückgang der Methylierung von H3K27me3 in allen Tumorzelllinien 

aufgezeigt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit der Annahme überein, dass EZH2 durch 

die Methylierung von H3K27 Gene stilllegt und so eine verringerte Differenzierung von 

Tumorzellen erreicht (Kim et al., 2016; Patil et al., 2020). Hinsichtlich der 

Überlebensraten bewirkte der epigenetische Inhibitor in der vorliegenden Arbeit lediglich 

ein geringes Absterben der Tumorzellen bei erst hohen Konzentrationen. Gegenteiliges 

konnte dabei nach der Behandlung mit dem Inhibitor PRT4165 dargestellt werden. Es 

zeigte sich nach epigenetischer Behandlung ein gutes Ansprechen der Tumorzellen mit 

deutlichem Rückgang der Überlebensraten. Die Ansprechrate der Tumorzellen korrelierte 

zudem mit den Subtypen des duktalen Pankreaskarzinoms. Allerdings konnte ein Verlust 

der Histonmodifikation H2AK119ub in der Immunoblot Analyse nicht nachgewiesen 

werden. Eine gute Wirksamkeit von PRT4165 mit deutlichem Rückgang der 

Histonmodifikation H2AK119ub nach epigenetischer Behandlung wurde aber in 

vorangehenden Publikationen bereits aufgezeigt (Benitz et al., 2019). Grund für die 

abweichenden Ergebnisse könnte die verwendete Dosierung des Inhibitors oder auch die 

Behandlungsdauer sein. Insgesamt lässt sich festhalten, dass die epigenetischen 
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Inhibitoren Vorinostat und PRT4165 gute Ansprechraten in Hinblick auf das Überleben 

von Tumorzellen verzeichneten. Auf molekularer Ebene konnte jedoch nur bei den 

epigenetischen Wirkstoffen Vorinostat und GSK126 eine gute Wirksamkeit und 

Veränderungen der Histonmodifikationslevel nachgewiesen werden. Für den 

epigenetischen Wirkstoff LSD1-Inhibitor konnten sowohl bei den Überlebensraten als 

auch in der Analyse der Histonmodifikation H3K4me3 keine positiven Ergebnisse erzielt 

werden. 

 

Eine abschließende Untersuchung der Expressionsanalyse subtypendefinierender Gene 

nach Behandlung mit epigenetischen Inhibitoren diente der Frage, ob durch die 

Behandlung mit epigenetischen Wirkstoffen eine Änderung des Expressionsprofiles 

subtypenbestimmender Gene erreicht werden kann. Dabei muss festgestellt werden, dass 

eine Reprogrammierung der Tumorzellen zugunsten weniger aggressiver 

Tumorzellcharakteristika nicht nachgewiesen werden konnte. Vielmehr zeigte sich unter 

anderem ein gegenteiliger Effekt in den klassischen Tumorzelllinien. Nach epigenetischer 

Behandlung war dort ein Verlust der epithelialen Differenzierungsgene AGR2 und ELF3 

darstellbar. Die Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den vielversprechenden 

Untersuchungen der letzten Jahre. So konnte bereits gezeigt werden, dass der 

epigenetische Wirkstoff PRT4165 durch die Unterdrückung der Ring1b-katalysierten 

Ubiquitinierung von H2AK119 einen höheren Differenzierungsgrad der Tumorzellen 

erreicht (Benitz et al., 2016; Benitz et al., 2019). Auch der EZH2-Inhibitor GSK126 zielt 

auf einen Schlüsselmechanismus ab, welcher sich als Target für einen Wechsel des 

Tumorsubtypen erwiesen hat (Kim et al., 2016; Patil et al., 2020). Es konnte 

nachgewiesen werden, dass eine erhöhte Expression des von EZH2 regulierten 

Transkriptionsfaktors GATA6 zu einem klassischen Tumorphänotypen führen kann. 

Wird die Expression von EZH2 inhibiert, kann die Transkription von GATA6 reaktiviert 

und die Genrepression aufgehoben werden (Lomberk et al., 2018; Adams et al., 2019; 

Patil et al., 2020).  

 

Das zunehmende Verständnis epigenetischer Beteiligung an der Tumorentstehung und -

progression bestärkt das große Potential gezielter Therapieansätze durch epigenetische 

Behandlungsmöglichkeiten. Es bleibt daher zuversichtlich abzuwarten, inwieweit 

epigenetische Schlüsselmechanismen und daraus entstehende Ansatzpunkte gezielter 



 84 

Therapien die Behandlungsmöglichkeiten des duktalen Pankreaskarzinoms beeinflussen 

und erweitern können. 
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6.4. Fazit und Ausblick 

 

Die Beobachtungen und bereits gewonnenen Erkenntnisse unterstreichen die hohe 

Komplexität epigenetischer Mechanismen und Therapieansätze. Ziel weiterer Forschung 

muss es sein, die epigenomischen Strukturen, ihre Zusammenhänge und 

Wechselwirkungen besser zu verstehen. Eine besondere Herausforderung stellt dabei 

sicherlich der dynamische Charakter epigenetischer Modifikationen dar. Er birgt jedoch 

zugleich das große Potential epigenetischer Behandlungsmöglichkeiten. Spezifische 

Inhibitoren epigenetischer Enzyme sind in der Lage, Tumorphänotypen zu verändern, ein 

verbessertes Therapieansprechen zu erreichen und damit die Prognose positiv zu 

beeinflussen (Paradise et al., 2018; Versemann et al., 2022). Klinische Studien werden 

durch den aggressiven Charakter der Erkrankung sowie die begrenzte Überlebenszeit der 

Patienten deutlich erschwert. Dennoch muss es das Ziel bleiben, positive in-vitro 

Ergebnisse in die Klinik zu übertragen. Es ist dafür notwendig, die Wirksamkeit und 

Spezifität epigenetischer Inhibitoren weiter zu verbessern. Zudem muss das Verständnis 

der Wirkmechanismen weiter ausgebaut werden. Aktuell eher unwahrscheinlich erscheint 

ein Therapieerfolg durch epigenetische Monotherapien. Eine bedeutende Rolle könnten 

Kombinationstherapien spielen, ausgerichtet auf verringerte Therapieresistenzen und ein 

verbessertes Outcome. Daneben sind jedoch auch personalisierte, auf die individuell 

molekularen und zellulären Tumorvoraussetzungen angepasste Behandlungsstrategien 

denkbar. In den letzten Jahren konnten vielversprechende Fortschritte im Verständnis um 

die molekulare und zelluläre Heterogenität des Pankreaskarzinoms sowie mögliche 

Targets für gezielte Therapieansätze durch epigenetische Behandlungsmöglichkeiten 

erreicht werden. Die Umprogrammierung von Tumorzellen verbunden mit weniger 

aggressiven Tumorzelleigenschaften und einem verbesserten Therapieansprechen birgt 

enormes Potenzial (Paradise et al., 2018; Versemann et al., 2022). Es gilt daher auf diesen 

Erkenntnissen aufzubauen, um betroffenen Patienten den Blick und die Hoffnung auf 

optimierte Therapiemöglichkeiten und eine verbesserte Überlebenswahrscheinlichkeit zu 

ermöglichen. 
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