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1. Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom ist nach dem Magen- und Kolonkarzinom der dritthaufigste
Tumor des Gastrointestinaltraktes. Es gehdort zu den bdsartigsten Tumorerkrankung-
en des Verdauungstraktes (1). In Deutschland wird jedes Jahr bei etwa 13 000
Menschen ein Pankreaskarzinom diagnostiziert (2). Die jahrliche Inzidenz betréagt in
den westlichen Industrienationen zwischen 2 bis 10 Erkrankungsféalle pro 100 000
Einwohner (3). Die Erkrankung ist die 8. bzw. 9.haufigste Tumorerkrankung in
Deutschland (4). Das mittlere Erkrankungsalter liegt fur Manner bei 67Jahren und fur
Frauen bei 74 Jahren (2; 5).

Etwa 6% aller Krebstodesfélle gehen auf Pankreaskarzinome zuriick und sie sind die

vierthaufigste Krebstodesursache bei Frauen und Mannern (2; 6; 7).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Ursachen fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms sind nicht bekannt, man
kennt allerdings Faktoren, die das Erkrankungsrisiko erhéhen kénnen. Dazu gehdren
Nikotin- und Alkoholabusus, Adipositas, Zustand nach Gastrektomie und genetische
Faktoren (1; 2; 7). Der wichtigste Risikofaktor ist aber das Alter. Die Inzidenz steigt
erheblich ab dem 65.Lebensjahr (5).

Rauchen ist als Risikofaktor eindeutig nachgewiesen und erhéht das Risiko zu
erkranken um das 2fache. In etwa einem Drittel aller Erkrankungsfalle spielt Rauchen
als Risikofaktor eine Rolle (1; 5). Starker Alkoholkonsum erhdht das Risiko zu
erkranken um das ca. 2,5fache. Auch eine fleisch- und fettreiche Erndhrung sind
maoglicherweise mit einem erhdhten Krankheitsrisiko verbunden. Grol3e Studien
haben gezeigt, dass obst- und gemusereiche Ern&hrung mit hohem Faser- und

Vitamingehalt das Risiko fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms senken (5; 8).

Ob ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und

Pankreaskarzinomen besteht, ist ungeklart, ist aber Gegenstand der Forschung (9).
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AulRerdem stehen alle Formen der chronischen Pankreatitis in Zusammenhang mit
dem Auftreten eines Pankreaskarzinoms (7; 10; 11). Zu den genetischen
Risikofaktoren z&ahlen das Auftreten bei familidrer Haufung. Die Pravalenz fir ein
familiares Pankreaskarzinom liegt in Deutschland bei 3,5% (12). Patienten mit einer
hereditdren Pankreatitis haben ein bis zu 50mal hoheres Risiko, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken (11). Es sind mehr als 12 Erbkrankheiten und
hereditare Syndrome bekannt, die aul3erdem mit einem Pankreaskarzinom assoziiert
sind. Dazu gehoéren unter anderen das Peutz-Jeghers-Syndrom, das FAMMMPC-
Syndrom  (familidres  atypisches  multiples  Muttermal- und  Melanom-
Pankreaskarzinom-Syndrom), das familiare Mamma- und Ovarialkarzinom, und das
hereditare nicht-polypose kolorektale Karzinom (1; 2; 5; 7; 12). Es gibt verschiedene
Hinweise, dass berufliche Belastung und ein unzureichendes soziales Netz
zumindest an der Progression dieser Tumorerkrankung beteiligt sind. Die genaue
Rolle und die Auswirkungen, die eine Stressexposition nach sich zieht, wurden schon
in mehreren Studien untersucht, bedirfen aber noch intensiverer Forschung (13-15).

An spaterer Stelle wird auf diesen Aspekt noch naher eingegangen.

1.1.3 Pathologie und Klinik

Histologisch lassen sich verschiedene Formen von bgsartigen Tumoren des
Pankreas unterscheiden. In der Mehrzahl der Félle (ca.90%) handelt es sich um
duktale Adenokarzinome, wobei Ausgangspunkt das Epithel der kleinen
Pankreasgange ist. In 10% der Falle findet der Tumor im Azinusepithel seinen
Ursprung (azinares Karzinom). Endokrine Tumoren sind sehr viel seltener und

Neoplasmen nicht epithelialen Ursprungs sind extrem selten (1; 3).

Charakteristisch fur das duktale Adenokarzinom ist eine friihe lymphogene und
hamatogene Metastasierung, vorrangig in regionare Lymphknoten (22%), hamatogen
in Leber (66%), Lunge, Pleura, Skelettsystem, Nebennieren und Peritoneum. Haufig

findet auch eine perineurale Infiltration statt (16).

Circa 65% der Pankreaskarzinome sind im Caput lokalisiert, die tbrigen im Corpus
(etwa 30%) oder im Caudabereich (etwa 5%) (17).

Nur bei etwa 5-25% der Patienten wird das Karzinom im Frihstadium entdeckt (6;
18). Das liegt zum einen an den fehlenden Frihsymptomen und zum anderen an den

fehlenden effektiven Screeningmethoden (5; 19). Symptome ergeben sich meist erst,
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wenn benachbarte Strukturen infiltriert werden und/oder eine Verdrangung auftritt.
Die Symptome sind meist sehr unspezifisch. Im Vordergrund der Symptomatik
stehen starke Schmerzen im Oberbauch und Ricken, meist auf dem Boden einer
Perineuralscheideninfiltration, Abgeschlagenheit, Gewichtsabnahme und Ikterus (19;
20). Bei 80% der Patienten besteht eine milde Glukose-Intoleranz. Bei etwa der
Halfte der Patienten ist der schmerzlose Ikterus durch die Kompression
beziehungsweise Tumorinfiltration des Ductus choledochus das erste Symptom.
Dabei kann die Gallenblase durch den behinderten Abfluss prallelastisch tastbar

sein, was als Courvoisierzeichen bezeichnet wird (3; 21).

AuBerdem koénnen Verdauungsstorungen wie Diarrhd, Steatorrhoe, Ubelkeit und
Erbrechen infolge der Pankreasinsuffizienz oder einer Passagestorung durch

Verlegung des Magenausgangs oder Duodenums auftreten (21).

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Durch meist fehlende Frihsymptome wird die Diagnose erschwert. Bei einem
Tumorverdacht werden als erste diagnostische Mittel die Oberbauchsonographie und
eine Labordiagnostik durchgefiihrt. Der nachste Schritt zur Abklarung stellt dann die
Durchfiihrung einer Schnittbildgebung (CT mit Kontrastmittel oder MRT) dar (2; 7).
Durch die Bildgebung soll die lokale Resektabilitat beurteilt und Fernmetastasen
ausgeschlossen werden. Zur Beurteilung der lokalen Ausbreitung stellt die

Endosonographie ein sensitives Untersuchungsverfahren dar.

Die Tumormarker CA 19-9, CA 50 und CEA sind zur Erstdiagnose oder zum
Screening nicht geeignet, konnen allerdings gut zur postoperativen Verlaufskontrolle

herangezogen werden (1; 2).

Zum Tumorstaging sollte ein Thoraxrontgenbild oder ein Thorax-CT zum Ausschluss

oder Nachweis pulmonaler Metastasen erfolgen (2; 7).

Die einzige Chance der Heilung besteht in der kurativen (R0O)-Resektion, trotz der

Fortschritte in den multimodalen Therapieansatzen.
Fur das therapeutische Vorgehen ist die Unterteilung in vier Kategorien sinnvoll:

- resektabler Tumor,
- lokal fortgeschrittener, aber resektabler Tumor,

- lokal nicht mehr resektabler Tumor,
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- Vorliegen von Fernmetastasen (20).

Nur 10-20% der Tumoren sind bei Diagnosestellung noch operabel und nur 20-30%
der operierten Patienten Uberleben langer als 5 Jahre (1; 17; 22). Standardoperation
fur die Resektion des Pankreaskopfkarzinoms ist die Kausch-Whipple-Operation oder
die pyloruserhaltende Pankreaskopfresektion nach Longmire-Transverso, die beide

bezuglich der Langzeitergebnisse vergleichbar sind (16).

Eine postoperative adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabine oder 5-Fluoruracil
kann nach kurativer Resektion das krankheitsfreie Uberleben verlangern (22). Die
kombinierte Strahlen- und Chemotherapie ist bei fortgeschrittenen, inoperablen
Karzinomen die wirksamste Therapie. Meist werden noch zusatzlich palliative

Eingriffe zur Umleitung der Gallenwege und des Darms vorgenommen (1; 2).

Eine an den Symptomen orientierte supportive Behandlung ist Grundpfeiler der
Therapie in jedem Stadium. Neue Therapieansatze mittels ,targeted therapy®, also
gezielter Krebstherapie wie zum Beispiel gentechnisch hergestellte monoklonale
Antikdrper, die speziell gegen Tumorzellen gerichtet sind, werden im palliativen
Umfeld untersucht (22).

1.1.5 Prognose

Das Pankreaskarzinom hat die schlechteste Prognose aller soliden Tumore (23). Es
gehort zu den Tumorentitdten, bei denen sich in den letzten 30 Jahren keine
wesentlichen Verbesserungen beziglich des Langzeitiberlebens ergeben haben (6).
Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir exokrine Pankreasadenokarzinome liegt nur bei
maximal 5% (6; 24). In etwa 40-45% der Falle wird das Pankreaskarzinom im bereits
metastasierten Stadium diagnostiziert (22). Die mediane Uberlebenszeit liegt
zwischen 6 und 9 Monaten (22; 25). Die schlechte Prognose resultiert aus der spéaten
Diagnosestellung aufgrund fehlender Warnsymptome, friher Metastasierung und

dem Fehlen effektiver Therapieansatze.

1.2 Adrenorezeptoren

1.2.1 Klassifizierung der Adrenorezeptoren

Die Unterscheidung der verschiedenen Typen von adrenergen Rezeptoren erfolgt

aufgrund pharmakologischer Eigenschaften wie der relativen Wirksamkeit von
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Agonisten und Antagonisten (26; 27). Grundsatzlich werden a-Adrenorezeptoren und
B-Adrenorezeptoren unterschieden (27; 28). Seit 1967 werden der (3-Rezeptor (28)
und mittlerweile auch der a-Rezeptor (26; 29) in je zwei Subtypen unterteilt.
Molekularbiologische Techniken ermdglichen es, die beiden a-Rezeptorsubtypen in
weitere Untergruppen zu Kklassifizieren (26-28). Man unterscheidet bei dem al-
Rezeptor drei Subtypen (a1a, alb und ald) (30; 31) und auch bei dem a2-Rezeptor
kbnnen drei Subtypen unterschieden werden (a2a, a2b und a2c) (32-34).

Bei den B-Rezeptoren sind vier Subtypen bekannt (81, B2, B3 und B4) (28; 35; 36).
Die unterschiedliche Verteilung der Adrenorezeptorsubtypen und ihre
unterschiedliche Spezifitat fur die adrenergen Liganden in den spezifischen
Zielorganen sind fur die vielfaltigen Effekte der Katecholamine verantwortlich.

1.2.2 Physiologische Grundlagen

Adrenozeptoren sind in der Zellmembran lokalisierte Glykoproteine aus ca. 400-550
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von etwa 65-80 kDa (37). Die adrenergen
Rezeptoren bestehen aus sieben transmembrandaren Domanen mit jeweils drei
intrazellularen und extrazellularen Schleifen sowie einer extrazellularen terminalen
Aminogruppe und einer intrazellularen terminalen Carboxylgruppe. Sie gehoren zur
grol3en Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die Signale von extrazellular

nach intrazellular vermitteln (38; 39).

NH,

extrazelluldr

Zellmembran

intrazelluldr

<

COOH

Abb. 1: Schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Adrenorezeptors

Die sieben Transmembrandoméanen sind mit Ziffern markiert. Aktivierung des
Rezeptors durch einen Agonisten resultiert in der Dissoziation des heterotrimeren G-
Proteins in die Ga-Untereinheit und die By-Untereinheit, nachdem an der a-
Untereinheit gebundenes GDP gegen GTP ausgetauscht wurde (39; 40).
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Die naturlichen Bindungspartner aller Adrenorezeptoren sind Katecholamine, die
durch eine Aktivierung zum Ablauf einer Signalkaskade fuhren. Zu ihnen gehoren
Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin (39; 40). Alle Rezeptoren kommen in einer
Vielzahl an verschiedenen Organen des tierischen und menschlichen Organismus

vor. Sie kdnnen dabei pra-, post- oder extrasynaptisch liegen (33; 40).

1.2.3 Transduktionsmechanismus

Nach extrazellularer Bindung eines Liganden an den Adrenozeptoren ist der erste
Schritt der Signaltransduktion die Komplexbildung und damit verbunden die
Aktivierung eines G-Proteins. G-Proteine steigern oder senken die Synthese von
cAMP, dem ,second messenger‘ oder Zweitbotenstoff. Dieser Botenstoff |6st tGber
mehrere Zwischenschritte die physiologische Antwort auf die Ligandenbindung aus.
Abhéangig davon, welches G-Protein aktiviert wurde, verandert sich auf verschiedene
Weise die Konzentration von second messengern. Der al-Rezeptor ist ein Gg-
Protein-gekoppelter Rezeptor, der intrazellular die Phospholipase C aktiviert und
somit Phosphatidyl-Inositol-bisphosphat zu IP3 (Inositoltriphosphat) und DAG
(Diacylglycerol) spaltet (41-43). IP3 bewirkt am endoplasmatischen Retikulum eine
Freisetzung von Ca?+ -lonen. DAG aktiviert in der Zellmembran die Proteinkinase C.
Die Proteinkinase C verandert Proteine in ihrem Funktionszustand durch

Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten (39; 44).

Bei dem a2—-Rezeptor handelt es sich um einen Gi-Protein-gekoppelten Rezeptor,
der intrazellular mit der Adenylatzyklase gekoppelt ist und diese inhibiert (45). Bei
den B-Rezeptoren handelt es sich um Gs-Protein-gekoppelte Rezeptoren (46), die
Uber eine Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer verstarkten Bildung von cAMP

(zyklisches Adenosinmonophosphat) aus ATP fuhrt (47).

Nach Bindung von Katecholaminen an einen [(-Rezeptor steigt die cAMP-
Konzentration, nach Bindung an einen a2-Rezeptor sinkt die cAMP-Konzentration.
Der second messenger CcAMP aktiviert die Proteinkinase A, die durch
Phosphorylierung verschiedener Proteine diese in ihrer Funktion und Aktivitat
beeinflusst (39; 40). Die Wirkung des Agonisten am Rezeptor wird beendet, indem
eine GTPase das GTP des aktiven G-Proteins zu GDP hydrolisiert und die ,second
messengers” abgebaut werden, beispielsweise cAMP von einer Phophodiesterase
(39; 40).
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1.3 Stress und Tumorwachstum

1.3.1 Vegetatives Nervensystem und die Stresshormone

Das Nervensystem besteht im menschlichen und tierischen Organismus aus dem
unwillktrlich steuerbarem vegetativen oder autonomen Nervensystem und dem
willentlich steuerbarem somatischen Nervensystem. Das vegetative Nervensystem
ist verantwortlich fir die Regulierung und Koordinierung der einzelnen
Organfunktionen. Es innerviert die glatte Muskulatur aller Organe und Organsysteme
sowie das Herz und alle Drusen. Es regelt lebenswichtige Funktionen wie
Herzschlag, Atmung, Blutkreislauf, Verdauung, Stoffwechsel und Drisensekretion
und unterliegt nicht der willentlichen Kontrolle. Das vegetative Nervensystem passt
die Prozesse im Korperinneren an die aul3eren Belastungen des Organismus an. Es
besteht aus dem Sympathikus, dem Parasympathikus und dem enterischen
Nervensystem. Sympathikus und Parasympathikus wirken antagonistisch. Der
Sympathikus dient vereinfacht der Energiemobilisierung, der Aktivierung, der
Leistungs- und der Bewusstseinssteigerung. Dagegen ist der Parasympathikus fur
die Regenerierung, Entspannung und Bewusstseinsdampfung verantwortlich (39).
Die Wirkungen des Sympathikus und des Parasympathikus werden durch
Botenstoffe vermittelt. Der Neurotransmitter aller praganglionaren und der
parasympathischen postgangliondren Axone ist Acetylcholin. Acetylcholin reagiert mit
nikotinergen und muskarinergen Rezeptortypen. Die Ubertragersubstanz der
sympathischen postganglionaren Axone ist Noradrenalin, das seine Wirkungen tber

adrenerge Rezeptoren vermittelt (40).

Das Nebennierenmark ist eine sympathisch gesteuerte endokrine Drise. Bei
psychischen und physischen Belastungen kommt es zur Erregung der Axone zum
Nebennierenmark. Diese fuhrt zu hohen Ausschittungen von den Katecholaminen
Noradrenalin und Adrenalin aus dem Nebennierenmark in die Blutbahn. Unter
emotionalem Stress kann sie mehr als das 10fache Uber der Ruheausschittung
liegen. Durch das Hypothalamus-Hypophysensystem werden die Ausschittungen
gesteuert. Eine Stressreaktion stellt eine normale und sinnvolle Anpassung des
Organismus an eine von auf3en herangetragene Belastung dar. Allerdings kann ein
chronisch andauernd erhéhter Spiegel der Katecholamine im Blut durch eine

standige Stress- oder Belastungssituation Uber verschiedene Mechanismen unter
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anderem die Tumorpathogenese beeinflussen. Zu diesen Mechanismen kdnnten
beispielsweise Immunsystem schwéchende (13; 14; 48-50) oder auch direkte Effekte

an bereits vorhandenem Tumorgewebe zahlen (51; 52).

1.3.2 Der Einfluss von chronischem Stress vermittelt durch

Adrenorezeptoren auf das Tumorwachstum

Viele klinische Studien belegen, dass verhaltensbezogene Faktoren, wie Stress,
Mangel an sozialem Rickhalt, chronische Depressionen und andere negative
psychosoziale Faktoren die Tumorentstehung und Entwicklung begunstigen (13; 15;
52-55). Auch in Tierstudien konnte gezeigt werden, dass experimentell erzeugter
Stress die Tumorprogression modulieren kann (56). Es besteht also ein enger
Zusammenhang zwischen neuroendokrinen Prozessen, verhaltenspsychologischen
Reaktionsmustern und somatischer Dysfunktion in weiterer Folge. Grundsétzlich gibt
es zwei Ansatze, die zu erklaren versuchen, wie es zu dem erhghten
Malignitatspotential von Tumorzellen kommt. Zum einen wird dies auf die
Veréanderungen in der Funktion des Immunsystems zurtickgefuihrt, zum anderen auf
direkte Effekte, die auf die Tumorzellen einwirken. Die zugrunde liegenden

physiologischen Mechanismen sind nur wenig verstanden (51).

Einige Studien belegen, dass chronischer Stress und die damit verbundene
Erhohung der Stresshormone zu immunmodulatorischen Prozessen fuhrt, die unter
anderem die Tumorprogression sowie die Metastasierung beeinflussen kénnen (13;
50; 53). Dabei kommt es zu Veranderungen der zellularen Immunitat wie zum
Beispiel eine verminderte T-Zell-Antwort auf mitogene Stimulation, eine verminderte
NK-Zell-Zytotoxizitat und/oder eine verminderte Produktion von Zytokinen (50; 57;
58).

Stress fuhrt Uber eine chronische Aktivierung des autonomen Nervensystems zu
einem erhohten Spiegel der Stresshormone. Zu den klassischen Stresshormonen
zédhlen unter anderem Noradrenalin und Adrenalin. Die genauen
Transduktionsmechanismen, die durch diese Bindungen ausgeldst werden, sind fur
viele Gewebe im Organismus bereits bekannt. Auch bei verschiedenen
Tumorentitaten wurden die Mechanismen, die durch die Aktivierung dieser
Rezeptoren ablaufen, verstanden. Einige dieser Mechanismen kdnnten als Erklarung

dafir dienen, dass sich unter dem Einfluss von Katecholaminen durch chronischen
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Stress eine signifikant starkere Proliferation, Migration und Invasion der Tumorzellen

zeigt.

Die Stressmediatoren des Sympathischen Nervensystems konnten direkt das
Wachstum und das Malignitatspotential von Tumorzellen unabhangig von den
Effekten des Immunsystems modulieren (51). Bei dieser Theorie geht man davon
aus, dass die Stresshormone uber die Adrenorezeptoren auf den Tumorzellen
Faktoren beeinflussen, die das Tumorwachstum férdern. Verschiedene Studien an
Mausen zeigen, dass unter Nutzung verschiedener Stressmodelle und unter
Anwendung von orthotopen Modellen Tumorzellen unter B2-

Adrenorezeptorstimulation besonders gut wachsen (51; 52).

Rezeptoren fur Stresshormone wurden schon bei mehreren Karzinomen
nachgewiesen (59-61). Beispielsweise wurden auf Mammakarzinomzellen - (60; 62)
und a-Rezeptoren (63) nachgewiesen und es konnte gezeigt werden, dass ihre
Aktivierung mit vermehrtem Tumorwachstum assoziiert ist (64). Auch auf Prostata-
(61), Kolon- (59) und Ovarkarzinomzellen (52) wurden Adrenorezeptoren
nachgewiesen. Durch die Ausstattung mit Adrenorezeptoren kénnen die Tumorzellen
durch Noradrenalin oder andere Agonisten aktiviert werden und unterschiedliche

Signalkaskaden konnen ablaufen.

Beispielsweise  kdonnen  Stresshormone angiogenetische Mechanismen in
menschlichen Tumoren férdern. VEGF ist ein wichtiges Schlisselzytokin, das fur die
Stimulierung der Tumorangiogenese verantwortlich ist. Angiogenese ist ein
Schlisselelement in dem Wachstum der meisten soliden Tumoren und derer
Metastasierung (65-67).

Es gibt Studien, die zeigen, dass im Fettgewebe, Nasopharyngealkarzinomen und
Ovarkarzinomen (68; 69) VEGF durch Noradrenalin hochreguliert wird. Uber eine
Bindung an B-Rezeptoren fuhrt die cAMP/Proteinkinase A-Signalkaskade zu einem
Anstieg der Expression von VEGF und zu einer erhdhten Gefalldichte (52; 68; 69).
Dieser Effekt konnte durch B-Blocker aufgehoben werden. Auch die Arbeitsgruppe
von Lutgendorf und Sood stellte fest, dass eine Aktivierung der Rezeptoren Uber eine
Signalkaskade zur verstarkten Expression von dem vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) und so zur Angiogenese fuhrt und damit den Tumor
schneller wachsen lasst. Dieser Prozess liel3 sich im Mausmodell durch die Gabe

von Propanolol unterbrechen (69). In einer anderen Studie liel3 sich bei Patientinnen,
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die an einem Ovarialkarzinom erkrankt sind und einen starken sozialen Ruckhalt

haben, ein niedrigerer VEGF-Spiegel nachweisen (70).

Die Tumorzellinvasion und Migration ist ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der
Metastasierung. Noradrenalin ist eines der potentesten Stimulanzien fir die
Tumorzellmigration (71). Es ist nur wenig bekannt, wie Katecholamine das
Invasionspotential der Tumorzellen beeinflussen kdnnen. Man geht davon aus, dass
dieser Effekt unter anderem uber die Stimulierung von Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) erreicht wird (13; 51; 52). MMPs sind Endopeptidasen, die den Zellen die
Uberwindung der extrazellularen Matrix erleichtern, indem sie Komponenten der
extrazellularen Matrix, wie Kollagen, Laminin und Fibronectin abbauen (72). Die
Fahigkeit von Tumorzellen, die Extrazellularmatrix zu uberwinden, spielt eine
wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen. Noradrenalin
erhoht die Expression von MMP-2 und MMP-9 (52; 73; 74). In der Studie von Sood
stieg das Invasionspotential von Ovarkarzinomzellen um mehr als das Doppelte an
(51). Das Tumorvolumen und die Infiltration nahmen signifikant zu. Durch den [3-
Rezeptoren-Antagonist Propanolol konnten diese Effekte aufgehoben werden,
wahrend bei [B-Rezeptor-freien Tumorzellen dies nicht gezeigt werden konnte.
Deshalb geht man davon aus, dass diese Mechanismen (Uber (-Rezeptoren
vermittelt werden (51; 52).

Die Expression von B1- und B2-Rezeptoren und ihre Rolle bei der Stimulierung von
Zellproliferation in menschlichen Pankreaskarzinomzellen wurde erstmals 2001
beschrieben (75). Spatere Daten identifizieren die [B-adrenerge Aktivierung des
cAMP/PKA-Signalweges und den EGFR-Signalweg als die Hauptmechanismen,
durch die verhaltensbezogener Stress die Tumorangiogenese und malignes
Zellwachstum verstarken bzw. fordern kann (76). Noradrenalin férdert die Invasion
von MiaPaCa-2-Zellen und erhdht auch hier die Konzentration von VEGF, MMP-2
und MMP-9 (73). Ahnliche neuroendokrin-induzierte verstarkte Expressionen von

MMPs und VEGF wurden auch noch in anderen Tumorarten beobachtet (68).

In vitro (77) und in vivo (78) Studien am pulmonalen Adenokarzinom haben gezeigt,
dass das Wachstum des Tumors durch die Freigabe von Arachnoidalséaure reguliert
wird. Arachnoidalsdure ist ein Signalmolekul, das die Zellproliferation reguliert und,
dass durch die Aktivierung von B-Rezeptoren freigegeben wird (75; 77). Pankreas-

karzinomzellen Uberexprimieren COX-2 und 5-lipox. Diese Enzyme vermitteln die
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metabolische Konversion von Arachnoidalsaure in Prostaglandine, Thromboxane
sowie Leukotriene. Einige dieser Produkte haben wachstumsstimulierende
Eigenschaften in verschiedenen Zelltypen (75).

In einer weiteren Studie konnte beobachtet werden, dass unter dem Einfluss von
Propanolol die Proliferation von Pankreaskarzinomzellen durch Apoptoseinduktion
gehemmt werden kann (79). Adrenorezeptoren beeinflussen verschiedene
intrazellulare Prozesse, wie zum Beispiel die DNA-Synthese durch Aktivierung der
MAP-Kinase (mitogen-activated proteinkinase). Man geht davon aus, dass durch die
Blockade des B-Rezeptors die Signalkaskade tber den Ras/MAPK-Weg unterdrickt
wird und dadurch die Proliferation der Zellen gehemmt wird (80). Mit dem
Ras/MAPK-Weg wird ein bestimmter Signaltransduktionsweg beschrieben, der
Wachstums- und Differenzierungsprozesse reguliert. Ras bezeichnet ein G-Protein,
das in der Folge die MAP-Kinase aktiviert und vor allem fir mitogene Effekte
verantwortlich ist und somit auch eine bedeutende Rolle in der Tumorentstehung
spielt (81).

Propanolol hat mehrere molekulare Ziele, eingeschlossen die Unterdriickung von
Ras/Akt-, MAPKs-, und PKA/AA-Signalwegen, die zu einer Hemmung der
Proliferation und Induktion von Apoptose, zur Herunterregulierung von
antiapoptotischen Proteinen und zur Aktivierung von Caspase 3 beitragen kénnen
(79). Caspasen sind proteolytische Enzyme der Apoptose. Die Arbeitsgruppe von
Sastry fand heraus, dass durch Adrenalin die Empfindlichkeit gegeniber der
Apoptose in Prostatakrebszellen reduziert wird. Dieser Effekt wird Gber den [32-
Rezeptor/PKA-Signalweg erreicht, wobei die Proteinkinase-A BAD (Bcl-2-Antagonist
of cell death) phosphoryliert und damit inaktiviert (82). BAD ist ein proapoptotisches
Mitglied der Bcl-2-Protein-Familie, welches durch die Bindung eines Apoptose-

inhibierenden Proteins dieses deaktivieren kann.

Zu den Effekten von Stresshormonen, die uber a-Adrenorezeptoren auf Tumorzellen
erzielt werden, gibt es nur wenige Daten. In der Arbeit von Shen wurden die Effekte
von a-Adrenorezeptor-Antagonisten auf Pankreastumorzellen untersucht. Die
Behandlung mit einem a2-Antagonisten hatte negative Effekte auf das
Tumorzellwachstum durch Apoptoseinduktion. Die genauen zugrunde liegenden
Mechanismen sind unbekannt, man geht davon aus, dass es zu einer Dysregulation

der Signaltransduktionswege kommt (83). Auch in Zelllinien anderer Tumorarten
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wurden a-Rezeptoren nachgewiesen und funktionelle Versuche durchgefihrt. In
Mammakarzinomzellen wurden a2-Rezeptoren nachgewiesen und ihre Expression
und Aktivierung wurden mit einer erhdhten Zellproliferation assoziiert (63). Das
Wachstum von Prostatakrebszellen konnte durch einen al-Antagonist durch

Induktion von Apoptose gehemmt werden (84).

Offensichtlich haben die Stresshormone an allen Typen von Adrenorezeptoren
tumorigene Effekte. All diese Forschungsergebnisse und Erkenntnisse zeigen
biologische Mechanismen auf, die einen Zusammenhang zwischen Stress und der
Progression von Krebs darlegen und somit auch bedeutsame Auswirkungen auf die

Behandlung und das Uberleben von betroffenen Patienten haben kénnten.

@
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Abb. 2: Schematische Ubersicht zur Rolle der Adrenorezeptoren bei der Tumorpathogenese
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2. Zielstellung der Arbeit

Die Therapie des Pankreaskarzinoms ist immer noch sehr unbefriedigend. Die
Entwicklung neuer alternativer Therapiekonzepte ist dringend erforderlich. Die
Adrenorezeptoren der Pankreastumorzellen kénnten mdglicherweise als
Angriffspunkt neuer Therapien dienen. Es ware denkbar, dass sich durch
Medikamente, die die Rezeptoren blockieren und so das Ablaufen der Signalkaskade
verhindern, das Tumorwachstum beeinflussen lassen kénnte. Grundvoraussetzung
dafur ist es, die Zellen beziglich der Expression der Adrenorezeptoren zu

charakterisieren.

Bisher wurde die genaue Adrenorezeptorausstattung bei den einzelnen
Pankreastumorzelllinien noch nicht naher untersucht. Der derzeitige Stand der
Forschung ist diesbeziglich noch liickenhaft. In einigen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass B-Rezeptoren (73; 75; 79) und a-Rezeptoren (83) von einigen
Pankreastumorzelllinien  exprimiert  werden.  Bezlglich der Rolle der

Adrenorezeptoren gibt es nur wenige Daten beim Pankreaskarzinom.

Im Rahmen unserer Forschungsgruppe wurde der Einfluss von Katecholaminen auf
Pankreaskarzinomzellen hinsichtlich Proliferation und Invasion getestet. Es zeigte
sich eine signifikant starkere Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen
unter Katecholamintherapie in vitro, die mittels B-Blockergabe signifikant gehemmt
wurde. In der Gruppe der gestressten Mause waren nach 5 Wochen die Tumoren
signifikant groRer als in der Gruppe mit den nicht-gestressten Mausen. Dies wurde
signifikant durch eine orale B-Blockertherapie gehemmt. Weiterhin zeigte die
Stressgruppe ein signifikant kiirzeres Uberleben als die Kontrollgruppe. Auch hier
fuhrte die B-Blockertherapie zu einer signifikanten Verbesserung der Prognose.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die erzielten Effekte durch (-Rezeptoren

vermittelt sind.

Um in der Folge die beteiligten Transduktionsmechanismen, die durch die
Aktivierung der Adrenorezeptoren ausgeldst werden, untersuchen zu kénnen, ist es
notwendig zu wissen, wie sich die verschiedenen Adrenorezeptortypen auf die
Tumorzelllinien verteilen. In dieser Arbeit wurden sechs verschiedene

Pankreastumorzelllinien der Maus und zwei verschiedene Tumorzelllinien des
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Menschen mit drei unterschiedlichen wissenschaftlich etablierten Methoden auf das

Vorhandensein der Adrenorezeptoren hin untersucht.

Ziel dieser Arbeit soll es sein, Aussagen uber die Expression des B1-, f2-, zwei
Subtypen des al- und des a2-Adrenorezeptors bei murinen und humanen
Pankreastumorzelllinien sowie Uber die Quantitait und die Lokalisation der

Rezeptoren treffen Zu kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Elektrophorese- Kammer

Amersham (Freiburg, Deutschland)

Fluoreszenzmikroskop

Olympus (Hamburg, Deutschland)

Heizblock

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Kulturschrank

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Lichtmikroskop

Leica DMIL (Wetzlar, Deutschland)

Photoimager

Alpha Innotech (Berlin, Deutschland)

Photometer

Alpha Innotech (Berlin, Deutschland)

Photometer

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

SDS-PAGE-Apparatur

PegLab (Erlangen, Deutschland)

Semidry Blot-Apparatur

BioRad Laboratories (Minchen,
Deutschland)

Thermocycler

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

UV-Imager

LTF (Wasserburg, Deutschland)

Zentrifugen

Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
Heraeus CHRIST
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

1,5ml/2ml Eppendorf Reaktionsgefarl}

Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

15ml/50ml Zentrifugenréhrchen

Sarstedt (NUrnbrecht, Deutschland)

Kanulen (20-27G)

Braun (Melsungen, Deutschland)

Lab-Tek Chamber Slide System

Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

MicroAmp Optical 96 Well
Reaktionsplatten

Applied Biosystems (Darmstadt,
Deutschland)

96 Well Rundbodenplatten

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Amersham Hybond-ECL GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)

Whatman-Papier GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Aceton ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Agarose Sigma (Hamburg, Deutschland)
Aprotinin Sigma (Hamburg, Deutschland)

APS ( Ammoniumpersulfat)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

B-Mercaptoethanol

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Bradford-Reagenz

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Bromphenolblau

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

DABCO

Sigma (Hamburg, Deutschland)

DMEM -Dulbecco's Modified Eagle

Medium

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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DAPI

Biochemica Fluka (Buchs, Deutschland)

DNAse-/RNAse-freies Wasser

Sigma (Hamburg, Deutschland)

EDTA

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Ethanol

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Ethidiumbromid

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

FCS (Fetales Kalberserum)

PAN (Aidenbach, Deutschland)

Gelatine

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Gene ruler DNA ladder low range

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Glycerin ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
HEPES Sigma (Hamburg, Deutschland)
Isopropanol ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Leupeptin

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Methanol

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumfluorid (NaF)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2PO4:H20)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumorthovanadat (Na3vVO4)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Natriumpyrophosphat (Na4P207)

Sigma (Hamburg, Deutschland)

PMSF

Sigma (Hamburg, Deutschland)

PenStrep

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Polyacrylamid

Sigma (Hamburg, Deutschland)

Protein-Molekulargewichtsmarker

SERVA Electrophoresis (Heidelberg,
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Deutschland)

RPMI Medium

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

SDS ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
TEMED ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Tris ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Triton X-100 ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Trypsin Sigma (Hamburg, Deutschland)
Trypan-Blau Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Xylol ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

3.1.4 Proteine und DNA

Bezeichnung

Hersteller

Heart (Mouse) Whole Cell Lysate-normal

tissue

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Heart (Mouse) Whole Cell Lysate-normal

tissue

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Brain (Mouse) Whole Cell Lysate-normal

tissue

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Brain (Mouse) Whole Cell Lysate-normal

tissue

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Human Heart cDNA

Celprogen (Kalifornien, USA)

Human Brain cDNA

Celprogen (Kalifornien, USA)

29




3.1.5 Kits

Bezeichnung

Hersteller

SuperSignal West Femto/Pico
Chemiluminescenz Substrat

Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master

Mix

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

QuantiTect Rev.Transcription Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

3.1.6 Antikorper

Primare Antikorper

Hersteller

Anti-Maus/Mensch-Alpha-1-

Adrenoreceptor

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Anti-Maus/Mensch-Alpha-2a-

Adrenoreceptor

Abcam (Cambridge, Grof3britannien)

Anti-Maus/Mensch-Alpha-2b-

Adrenoreceptor

Abcam (Cambridge, Grol3britannien)

Anti-Maus/Mensch-Beta-1-

Adrenoreceptor

Abcam (Cambridge, Grof3britannien)

Anti-Maus/Mensch-Beta-2-

Adrenoreceptor

Abcam (Cambridge, Grof3britannien)

Anti-Maus-GAPDH (6C5)

Meridian (Minchen, Deutschland)

Sekundére Antikérper

Hersteller

Anti-Kaninchen-IgG, Cy3-markiert

Jackson Immunoresearch (Suffolk,

GrofRRbritannien

Anti-Maus-1gG-Meerrettich-Peroxidase-

GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)
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gekoppelt

Anti-Kaninchen-lgG-Meerrettich-

Peroxidase-gekoppelt

GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)

3.1.7 Primer
Bezeichnung Sequenz5-> 3 Hersteller
Maus-Adrenorezeptor CCAACCTCTTCATCATGTCC BIOMOL GmbH
beta-1-Primer Set 1 TGACACACAGGGTCTCAATG (Hamburg,
(Forward+Reverse) Deutschland)
Maus-Adrenorezeptor GTCCTCCAAGTTCTGCTTGA BIOMOL GmbH
beta-2-Primer Set 1 CTGTTGAAAGGCAATCCTGA (Hamburg,
Deutschland)
Maus-Adrenorezeptor CGCCCACCAACTACTTCATT BIOMOL GmbH
alpha-1b-Primer Set 3 AATGGAGATGGCACATAGGE (Hamburg,
Deutschland)
Maus-Adrenorezeptor CTCTGAGGTGGTTCTGAGGA BIOMOL GmbH
alpha-1d-Primer Set 2 GTTTCAGCTGAGGGAACAGA (Hamburg,
Deutschland)
Maus-Adrenorezeptor CCCTTCTCCCCACTGTAAAT BIOMOL GmbH
alpha-2a-Primer Set 1 ACTAGAAAGGGGCTTGCATT (Hamburg,
Deutschland)
Maus-Adrenorezeptor CATCAAATGCATCATCCTCA BIOMOL GmbH
alpha-2b-Primer Set 1 GATTCGCAGGTAGACGAGAA (Hamburg,
Deutschland)
Mensch-Adrenorezeptor | CGGGAACAGGAACACACTAC BIOMOL GmbH
beta-1-Primer Set 1 TTTGCCCTACACAAGGAAAG (Hamburg,
Deutschland)
Mensch-Adrenorezeptor | TCAGGCCTTACCTCCTTCTT BIOMOL GmbH
beta-2-Primer Set 1 AGGGGAACGTAGAAGGACAC (Hamburg,
Deutschland)
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Mensch-Adrenorezeptor | CGAGGACACCCTTAGCAGTA BIOMOL GmbH
alpha-1b-Primer Set 1 GTTGAGGCAGCTGTTGAAGT (Hamburg,
Deutschland)
Mensch-Adrenorezeptor |GTGCGCCACTCACTCAAGTA BIOMOL GmbH
alpha-1d-Primer Set 2 GAGCACACGGAGGAGAAGAC (Hamburg,

Deutschland)

Mensch-Adrenorezeptor

alpha-2a-Primer Set 1

ACTGGACTACAAGGGCATGG

ACATCAAAACCAAGGCCAAG

BIOMOL GmbH
(Hamburg,
Deutschland)

Mensch-Adrenorezeptor | GAGGAGGAGGAGGAAGAGTG |BIOMOL GmbH
alpha-2b-Primer Set 1 AACCAGCAGAGCACAAAAAC (Hamburg,
Deutschland)
GAPDH-Primer Set GGTGCTGAGTATGTCGTGGA BioTez GmbH (Berlin,
CCTTCCACAATGCCAAAGTT | Deutschland)
3.1.8 Puffer, L6sungen, Medien
Bezeichnung Zusammensetzung
Agarose Gel Ladepuffer 6x Bromphenolblau 0.25%
Xylolcyanol 0.25%
Glycerol 30%
EDTA, (0.5M)  50mM
A. dest
Erythrozytenlysepuffer NHA4CI 1,55M
KHCO3 100mM
EDTA 10mM
Laemmli 2x Tris-HCI (1M, pH 6.8) 125mM
SDS 4%
Glycerol (50%) 30%
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Bromphenolblau 0.01%
A. dest

Lysispuffer 2x HEPES (1M, pH 7.5) 20mM
NaCl (5M) 150mM
Triton X-100 (10%) 1%
Glycerol (50%) 10%
EDTA (0.5M, pH 8.0) 2mM
A. dest

NET 10x NaCl (5M) 1,5M
EDTA (0.5M, pH 8.0) 50mM
Tris-HCI (1M, pH 7.5)  0,5M
Triton X-100 (10%) 0.5%
A. dest

Lysispuffer 1x Lysispuffer 2x 1x
NaF 10mM 1M
Na4dP207 5mM 0,1M
PMSF 1mM 0,1M
Aprotinin 1pg/ml 10mg/ml
Orthovanadat 1mM 0,1M
Leupeptin 1ug/ml 1mg/mi
A. dest ad 10m

PBS 10x NacCl 1,4M
KCI 27TmM
K2HPO4 (wasserfrei) 1,5mM
Na2HPO4:2H20 71mM

A.dest
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TAE 10x Tris Base 400mM
EDTA (0.5M, pH 8.0) 10mM
Eisessig 0,2M

Transblot-SD Tris Base 50mM
Glycin 40mM
SDS 10% 0,375%
Methanol 20%
A. dest

Tris-Glycin-SDS 10x Tris Base 250mM
Glycin 1,92M
SDS 1%
A. dest

HEPES 1M, pH 7,5 HEPES iM
HEPES-Na 1M
A. dest

RIPA Tris-HCI 1M, pH 7,5 10mM
NaCl 5M 150mM
Na-desoxycholat 1%
Triton X-100 (10%) 1%
SDS 10% 0,1%
EDTA (0,5M) 1mM
Orthovanadat 0,1M 1mM
A. dest

Ponceau S Ponceau S 0,5%

TCA20% 3%

A. dest
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STRIP-Puffer Tris-HCI 1M, pH 6,8 62,5mM
SDS 10% 2%

3-Mercaptoethanol 100mM

A. dest ad 1
3.1.9 Zelllinien
Murine Zelllinien: Herkunft/Bezogen von:
6606PDA Prof. David Tuveson, Cambridge, UK (85)
6606 liver
DT 7265
Panc02 Corbett et al. 1984 (86)
TD1 PD Dr. C. Weber, Universitat Ulm, DE
TD2
Humane Zelllinien:
BXPC-3, MiaPaCa-2 American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas)

Alle Zellinien stammen von einem duktalen Pankreasadenokarzinom ab.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die murinen Zelllinien wurden als Dauerkultur in RPMI 1640 Medium, versetzt mit
10% fetalem Kalberserum (FCS) und 1% PenStrep (Penicillin/Streptomycin), bei
Standardbedingungen (37°C, 5% CO, und 100% relative Luftfeuchtigkeit) in einem
Zellinkubator gehalten. Die humanen Zelllinien wurden in DMEM Medium mit 10%
FCS und 1% PenStrep kultiviert. Fur die Zellpassage wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
von der Zellschale abgeldst, mit Medium in Zentrifugenréhrchen tGberfuhrt und dann

fur 3 Minuten bei 800g zentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde abgesaugt
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und das Zellpellet wurde mit 10ml frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden

in einer Verdunnung von 1:10 in einer neuer Zellkulturschale kultiviert.

3.2.2 Genexpressionsanalyse durch  Reverse Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion

Die RT-PCR bezeichnet die Kombination von PCR und der reversen Transkriptase-
Reaktion. Um die Transkription eines Gens nachzuweisen, wird die RNA untersucht.
RNA kann mithilfe der PCR nachgewiesen werden. Zuvor muss sie mit dem Enzym
reverse Transkriptase (RT), eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase, in cDNA
umgeschrieben werden. Bei der Amplifikation von DNA durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) werden spezifische DNA-Polymerasen verwendet (81). Die
cDNA kann im Anschluss als Ausgangsmaterial in der PCR verwendet werden, um

spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren.

3.2.2.1 RNA-Isolierung aus Zellen mit dem Qiagen RNAse Mini-Kit
Fur die Isolation von RNA wurde das Qiagen RNeasy Mini Kit eingesetzt.

Nach dem Absaugen des Mediums und einem Waschschritt mit PBS wurden die
adharenten Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost. Nach 5 Minuten im Zellinkubator
wurden die geldsten Zellen mit Medium in Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Dann folgte
ein Zentrifugationsschritt (800g, 3 min). Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert. Danach wurden die Zellen mit der
Trypanblau-Farbung gezahlt. Dafir wurden 10ul Zellsuspension und 10ul Trypan-
Blau in einem Eppendorf-Gefal3 vermischt, auf die Neubauer Zahlkammer gegeben
und mit einem Deckglaschen fixiert. Nach der Zahl der Zellen richtete sich die
Puffermenge, die im ersten Schritt des Protokolls hinzugegeben werden musste. Die
Zellsuspension wurde dann in dem Zentrifugenréhrchen erneut zentrifugiert und das
Medium wurde abgesaugt. Im Folgenden wurde die entsprechende Menge des
Lysispuffers (Buffer RLT) auf das Zellpellet gegeben und das Lysat wurde mithilfe
einer 20G-Kanile homogenisiert. Die gleiche Menge an 70%igen Ethanol wurde nun
dazu pipettiert. 700ul dieser Suspension wurden dann in ein spezielles
Eppendorfgefd@  gegeben (,RNeasy spin column®). Dann folgte ein
Zentrifugationsschritt (8000g, 15 sek). Der Uberstand wurde verworfen und 700pl
eines Waschpuffers (Buffer RW1) wurden dazu pipettiert. Nach erneuter

Zentrifugation wurde der Uberstand wieder verworfen. Diese Schritte wurden mit

36



einem weiteren Waschpuffer (RPE Buffer) zweimal wiederholt. Das ,RNeasy spin
column® mit der gewonnenen RNA wurde auf ein neues Eppendorfgefal’ platziert. Es
folgten zwei Waschschritte mit je 50 pul RNase-freiem Wasser und anschlieRender
Zentrifugation (8000g, 1min), um die RNA zu eluieren (gemafd Herstellerprotokoll).

Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

3.2.2.2 RNA-Isolierung aus Geweben

Als Positivkontrolle sollten die Organe einer Maus dienen. Daflr wurden Herz und
Gehirn entnommen und mechanisch in PBS-Losung mit Filterpapier zerkleinert. Nach
Uberfihrung der Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen wurde fir 3 Minuten bei
800g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und es wurde 1ml
Erythrozytenlyse auf das Zellpellet gegeben und bei 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Folgenden wurden 10 ml PBS dulbecco hinzugefliigt, um die Lyse zu
stoppen. Nun wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand wurde abgesaugt. Im

Weiteren wurde wie mit den Zellen verfahren.

3.2.2.3 Reverse Transkriptase Reaktion

Im nachsten Schritt sollte die isolierte RNA in c-DNA umgeschrieben werden. Dafir
wurden die Proben zunachst 1:100 verdunnt und die RNA-Konzentration wurde im
Photometer bestimmt. Entsprechend dem DNA-Herstellungskit wurde fir einen
Reaktionsansatz 1ug der RNA eingesetzt, 2ul des gDNA Wipeout Puffers (7x) und
RNAse-freies Wasser, um mengenmalig insgesamt 14ul Volumen pro
Reaktionsansatz zu erhalten. Es folgte eine Inkubation fir 2 Minuten bei 42°C.
Daraufhin wurde der Reverse-Transkriptase Master Mix zu dem Reaktionsansatz
dazu pipettiert. Danach erfolgte ein erneuter Inkubationsschritt fir 15 Minuten bei
42°C, und anschlieBend fur 3 Minuten bei 95°C, um die reverse Transkriptase zu
inaktivieren (geman Herstellerprotokoll). Zur weiteren Verwendung wurde die isolierte
Zell-cDNA bei -20°C gelagert.

Fur die Positivkontrolle zur Untersuchung der menschlichen Zelllinien mittels der
PCR wurde fertig hergestellte, gekaufte menschliche DNA vom Herzen und Gehirn

eingesetzt.

3.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR) kombiniert die Polymerase-Kettenreaktion

mit einer Quantifizierung der bei jedem Zyklus entstehenden DNA. Dabei wird das
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gebildete PCR-Produkt mit einem beigemischten Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green)
markiert, der am Ende jedes PCR-Zyklus mit einer Optik angeregt wird und dessen
Emission dann gemessen wird. Der Farbstoff interkaliert in doppelstrangiger DNA,
ein Anstieg der Fluoreszenz ermdglicht Rickschlisse auf die gebildete Menge der
DNA im Verhaltnis zum Standard.

Die isolierte DNA wurde im Verhaltnis 1:5 mit RNAse-/DNAse freiem Wasser

verdiunnt und in einem PCR-Reaktionsgefal} vorgelegt.

Der PCR-Ansatz wurde auf Eis in eine 96-Loch-Platte, wie in Tabelle 1 angegeben,

pipettiert.

Tab. 1: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes fir eine Probe

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master | 7,5ul
Mix

Primer Mix 5uM 1,5ul
Template DNA 1,5ul
RNAse freies Wasser 4,5l
Volumen 15pl

Die Tabelle unter 3.1.7 zeigt die eingesetzten Primer mit den dazugehdrigen

Sequenzen.

Die Bedingungen, wie die PCR durchgefuhrt wurde, kdénnen der Tabelle 2
entnommen werden. Durch Vorversuche wurde mit der Agaroseelektrophorese die
optimale Annealing-Temperatur (,Anlagerungstemperatur®) fur die Primer ermittelt.
Diese lag bei 59°C.
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Tab. 2: PCR-Programm

Initiale Denaturierung 1 95 15min
Denaturierung 45 94 15sek
Annealing 45 59 35sek
Elongation 45 72 35sek
Finale Elongation 1 95 10min

Jeder Versuch enthielt drei cDNA-Wiederholungen fir jedes quantifizierte Gen und
drei Wasserkontrollen. Als Standard diente GAPDH, ein ubiquitdr in Zellen
vorkommendes Transkript. Fur die Quantifizierung wurde die vergleichende Ct (cycle
threshold)-Methode (AACt)) benutzt. Die Berechnung wird unter 4.1.2.1 ab Seite 52

erlautert.

3.2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Zur visuellen Veranschaulichung der PCR-Produkte sollte die Gelelektrophorese
durchgefuhrt werden. Das PCR-Produkt kann anhand seiner GroRRe identifiziert
werden. Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren, bei dem DNA in ein
Agarosegel eingebracht wird und anschlie3end eine Spannung angelegt wird. Dann
bewegen sich die kirzeren DNA-Strange schneller als die langeren auf den Pluspol
zu. Die Lange des PCR-Produkts kann durch einen Vergleich mit einem Marker, der
DNA-Fragmente bekannter GrofR3e enthalt und parallel zur Probe im Gel mitlauft,

bestimmt werden.

Nach Beendigung der PCR wurden die Proben mit 6x Agarosegel Ladepuffer
versetzt. Dazu wurden 1,5ul Ladepuffer mit 10ul des PCR-Reaktionsproduktes
vermischt und auf ein 2% Agarosegel aufgetragen. Die erste Geltasche wurde mit
dem Marker beladen. Fur die Elektrophorese (70V, 140mA, 90min) wurde 1XTAE-

Puffer verwendet. Anschliel3end wurden die Gele im UV-Imager (LTF) fotografiert.
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3.2.3 Western Blot

3.2.3.1 Herstellung eines Proteinlysats

Um das Proteinlysat von den adharenten Zelllinien zu gewinnen, wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 1xPBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1M EDTA-
Losung von der Zellkulturschale abgeldst, eventuell mechanisch noch mit einem
Zellschaber, dann mit 1x PBS gewaschen, in ein Falcon uberfihrt und zentrifugiert
(800g, 3 min). Nach Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet in frisch
hergestelltem 1x Lysispuffer resuspendiert und fir 30 Minuten auf dem Schiuittler in
Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Zentrifugationsschritt (13000rpm, 15 min,
4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und fir weitere Analysen (Bradford)
verwendet oder bei -20°C verwabhrt.

3.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinlysate wurden im Verhaltnis 1:100 mit 1xPBS verdinnt und in 96-Loch-
Mikrotiterplatten in Triplikaten aufgetragen. Als Standard-Protein wurde bovines
Serum-Albumin in einer Verdinnung von 100 g Serum-Albumin in 10 ml PBS
dulbecco verwendet. Von dieser Ausgangslosung wurde eine Verdinnungsreihe mit
den Konzentrationen 5; 12,5; 25; 37,5; 50; 75 und 2100ug/ml hergestellt. Als
Leerprobe wurde pures PBS dulbecco verwendet. Das Ansatzvolumen fiur die Proben
und die Standardkurve betrug 10ul pro Loch. Zu jedem Ansatz wurden 190ul im
Verhéltnis 1:5 mit Aqua dest. verdinntes Bradfordreagenz dazu pipettiert. Der
Farbstoff Coomassie Brillant Blau G-250 bindet an aromatische und basische
Aminosauren. Die Absorption der entstehenden Komplexe bei 595 nm als Maf3 der

Proteinkonzentration lasst sich photometrisch detektieren.

Die Absorptionsmessung erfolgte im Miktotiterplatten-Photometer (Thermomax,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA) in Verbindung mit der Software Softmax PRO P
1.12. Aus der Dreifachbestimmung fiir jede Probe wurde das arithmetische Mittel

gebildet.

3.2.3.3 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
die Gelelektrophorese. Dazu wurden SDS-Polyacrylamid-Gele (mittlere Grofie:

10x15cm) gegossen, bestehend aus dem Sammelgel und dem Trenngel (10%).
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Tab. 3: Zusammensetzung fur das Trenngel (10%) fur ein Volumen von 60ml

Reagenzien Zusammensetzung
1 M Tris pH 8.8 22,5 ml
Polyacrylamid 30% 20 ml

H20 16,3 ml

10% APS 600pl

10% SDS 600pl

TEMED 60ul

Tab. 4: Zusammensetzung fur das Sammelgel fur ein Volumen von 20ml

Reagenzien Zusammensetzung
1 M Tris pH 6.8 2,5ml
Polyacrylamid 30% 2,6ml

H20 15,2ml

10% APS 200pl

10% SDS 200pl

TEMED 20ul

Das Proteinlysat wurde anschlieBend 1:1 mit 2xLammli (10% B-Mercaptoethanol
wurde kurz vorher dazugegeben) versetzt und fir 7 Minuten bei 75°C erhitzt. In
Vorversuchen zeigte sich, dass die verwendeten Proteinlysate zu empfindlich fur die
Ublicherweise angewandten 95°C waren und unter zu hohen Temperaturen zerstort

wurden.
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Das polymerisierte Gel wurde mit 25ug des Lysats beladen und die nachfolgende
Gelelektrophorese (80mA, 200V) erfolgte mit 1xTris-Glycerin-SDS-Laufpuffer. In die
erste Geltasche wurden 5ul des Markers pipettiert. Bei dem Marker handelt es sich
um ein Gemisch aus Proteinen verschiedener bekannter Molekilgrof3en. Durch den
Vergleich der Proteinbanden der Proben mit denen des Markers kann dem
detektierten Protein die MolekulgroRe zugeordnet werden. Die zweite Geltasche
wurde mit der Positivkontrolle beladen, d.h. mit den fertigen gekauften Zelllysaten.
Als Positivkontrolle wurde wie auch bei der PCR, flr die B-Rezeptor- und fir die a1-
Rezeptoranalyse Herzprotein eingesetzt, fir die a2-Rezeptoranalyse wurde
Gehirnprotein verwendet. In die nachsten drei Geltaschen wurden die Proben
pipettiert. Die Apparatur wurde an den Strom angeschlossen. Als die
Bromphenollauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die

Elektrophorese beendet.

3.2.3.4 ,Semi-dry-Blotting“

Zum spezifischen immunologischen Nachweis der mittels SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine erfolgte der Transfer vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran mittels
sogenannten ,Semi-dry-Blotting“. Zunachst wurde dafur das Gel, die Membran und
Whatman-Papier in Transblotpuffer getrankt. Der Aufbau in der Apparatur Trans-Blot-
SD setzte sich wie folgt zusammen: drei Lagen Whatman-Papier, darauf die
Nitrocellulosemembran, auf der sich das zu transferierende Gel befand, und dann
nochmals drei Lagen Whatman-Papier. Eventuell auftretende Luftblasen mussten,
um einen erfolgreichen Transfer zu gewahrleisten, vorsichtig ausgestrichen werden.
Zum Blotten wurde die Spannung mit Hilfe der Formel: 0,8mV/cm2 eingestellt und

insgesamt wurde fur 120 Minuten geblottet.

3.2.3.5 Immunologischer Proteinnachweis auf Nitrozellulosemembranen

Nach dem Blotten wurde die Membran ftr 90 Minuten in 1XNET/0,2%Gelatine gelegt,
um alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren Der
Nachweis der Proteine erfolgte durch Detektion mit spezifischen Antikdrpern. Daftr
wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C unter Schuitteln im priméren Antikorper
(1:2000 in 1xNET/0,2% Gelatine) inkubiert.

Nach ca.15 Stunden erfolgten drei Waschschritte (je 5min) mit 1XNET, um nicht
gebundenen, Uberschissigen Primérantikdrper zu entfernen. Im né&chsten Schritt

schloss sich eine einstiindige Inkubationszeit mit dem sekundéaren Antikorper (1:200
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in IXNET/0,2% Gelatine) an und es wurde erneut dreimal mit 1x NET gewaschen.
Die Detektion der Protein-Antikdrperkomplexe durch Chemilumineszenz erfolgte mit
ECL-Substrat (Thermo Scientific). Das ,SuperSignal West Femto Chemilumineszenz
Substrat® und das ,SuperSignal West Pico Chemilumineszenz Substrat” wurden
hierzu im Verhaltnis 1:1 gemischt und dann gleichmaRig auf der Membran verteilt.
Die Entwicklung erfolgte im Alphalmager (Alpha Innotech). Es wurde die Einstellung
auto exposure/super sensitivity gewahlt und die vorgeschlagene Entwicklungszeit fur
die Einstellungen in den high/medium- Modus Ubertragen. Im Anschluss daran

wurden noch Kontrast- und Filtereinstellungen vorgenommen.

3.2.3.6 Reprobing von Nitrozellulosemembranen

Mit diesem Verfahren konnen die Nitrozellulosemembranen erneut fir den
immunologischen Proteinnachweis verwendet werden, nachdem diese entsprechend
des bereits unter 3.2.3.5 dargestellten Verfahrens behandelt wurden. Dazu wurde die
Membran fur 45 Minuten in Stripping-Puffer auf dem Schuttler inkubiert, um die
gebundenen primaren und sekundaren Antikérper vollstandig von der Membran zu
entfernen. AnschlieRend wurde die Membran dreimal fir 10 Minuten mit 1x Net
gewaschen und anschlieBend mit 1xNET/0,2%Gelatine fur 1,5 Stunden erneut

geblockt. Danach wurde wie unter 3.2.3.5 beschrieben vorgegangen.

3.2.4 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird das nachzuweisende Protein mit Hilfe
eines spezifischen Antikorpers (Primarantikdrper) markiert und mit einem Farbstoff
(gekoppelt an einen Sekundarantikorper) sichtbar gemacht. Mit dieser Methode
lassen sich Proteine und damit spezifische Strukturen in Zellen genauer lokalisieren.

Zuerst wird der Primarantikbrper aufgetragen. In einem zweiten Schritt wird ein
Antikorper aufgetragen, der sich gegen den ersten Antikorper richtet, der sogenannte
Sekundéarantikdrper, der hier mit einem Fluorochrom gekoppelt ist und die
Farbentstehung mit einer Enzym-Substrat-Reaktion auslost. Es entsteht ein
sichtbarer Farbstoff. Hier wurde ein CY3-konjugierter Sekundarantikdrper eingesetzt,
der ein Absorptionsmaximum von 550 nm aufweist und dessen Emissionsmaximum

bei 570nm liegt. Dieser Farbstoff fluoresziert rot.

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur Markierung

von DNA eingesetzt wird und so die Zellkerne sichtbar macht. Bei Anregung mit
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ultraviolettem Licht fluoresziert DAPI im sichtbaren Bereich mit blauer Farbe. In
Verbindung mit doppelstrangiger DNA liegt das Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm. Durch die
nacheinander folgende Anregung mit Licht der entsprechenden Wellenlangen
wurden die gesuchten Strukturen sichtbar gemacht und die Aufnahmen wurden

Ubereinander gelegt.

Zur Durchfiihrung: Es wurden etwa 30.000 bis 40.000 kultivierte Zellen mit 500pl
Medium pro Kammer auf ein ,Chamber Slide System® (Objekttrdger mit acht
Kavitaten) aufgetragen. Dieses wurde Uber Nacht oder flir mindestens sechs
Stunden im Zellinkubator zum Anwachsen der Zellen aufbewahrt. Danach wurde
Uberall das Medium abgesaugt und 200ul Methanol/Aceton (eiskalt) im Verhéltnis 1:1
in jede Kammer pipettiert. Dann erfolgte eine Inkubation fir 20 Minuten im
TiefkUihlschrank (-20°C). Im Anschluss wurde das Met-OH/Aceton abgesaugt und
drei Waschschritte schlossen sich an. Dafir wurde in jede Kavitat 1x PBS gegeben
und durch Absaugung wieder entfernt. Im Anschluss wurde die Blocklosung (20%
FCS in PBS) darauf gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten drei weitere Waschschritte, bevor der Primarantikdrper (1:200 in 20%FCS-
Losung) auf die Zellen gegeben wurde. Der Objekttrager wurde Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurde zuerst dreimal gewaschen und anschliel3end im
Dunkeln fur eine Stunde mit dem CY3-konjugierten Sekundarantikorper (1:200 in
20% FCS-Losung) inkubiert. Daraufhin erfolgte eine erneute dreimalige Waschung
mit 1XxPBS. Es wurde DAPI aufgetragen und fur etwa 30 Sekunden belassen und
wieder gewaschen. Zum Schluss wurde die Kammeraufteilung entfernt, mit Dabco
eingedeckelt und der Objekttrager wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einer

20 oder 40fachen VergréRerung ausgewertet.

3.2.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der gRT-PCR wurden mit dem Student’s t-Test in Graphpad Prism
ausgewertet. Die Ct-Werte wurden in mindestens zwei voneinander unabhangig
durchgefuihrten Experimenten ermittelt. Es wurde geprift, ob signifikante
Unterschiede in den Ergebnissen der Versuche aufgetreten waren. Ein p<0,05 galt

als signifikant.
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3.2.6 Anmerkung

Alle Versuche wurden in mindestens drei Wiederholungen durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

Alle Zelllinien wurden zunéchst auf DNA-Ebene mittels der RT-PCR auf die
Expression der verschiedenen Adrenorezeptoren hin untersucht. Diese Methode
ermdglicht auch Aussagen zur relativen Quantitat des Vorkommens der Rezeptoren.
Im Anschluss an diese Analysen wurde versucht, die Rezeptoren auch auf
Proteinebene bei den Zellen nachzuweisen. Dies erfolgte mittels der Western Blot-
Methode. Zuletzt wurden das Vorkommen und die Verteilung der Adrenorezeptoren

auf den Zellen mit der Immunfluoreszenzfarbung untersucht.

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse in der Reihenfolge, die auch der
Reihenfolge der Durchfiihrung entspricht, abgehandelt.

4.1 Charakterisierung der Zelllinien beziglich der Gen-

expression von Adrenorezeptoren

4.1.1 Bestimmung der Adrenorezeptorgenexpression mittels RT-
PCR

Um einen Uberblick Uber die Ausstattung der Zelllinien mit a- und B-
Adrenorezeptoren zu erhalten, wurden die Transkripte von a1b-, a1d-, a2a-, a2b-,
B1- und B2-Rezeptoren durch RT-PCR detektiert. Auf den Nachweis des ala-
Rezeptors musste aufgrund fehlender Verfligbarkeit des entsprechenden Primers

verzichtet werden.

Im Folgenden werden zunéchst die Analysen der Gelelektrophorese der PCR
gezeigt, um eine Ubersicht uber die Verteilung der Rezeptorsubtypen auf mRNA-
Ebene auf die Zelllinien zu geben. Im Anschluss daran wird die quantitative
Auswertung mittels der komparativen Ct-Methode dargestellt. Die murinen und

humanen Zelllinien werden separat abgehandelt.

4.1.1.1 Nachweis von B-Rezeptoren auf DNA-Ebene bei den murinen Zelllinien

Das Transkript fur B1-Rezeptoren konnte in keiner der murinen Zelllinien
nachgewiesen werden. Die mRNA fur B2-Rezeptoren konnte in allen murinen

Zelllinien detektiert werden. Die nachfolgende Abbildung zeigt die PCR-Produkte mit
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GAPDH- und B2-Rezeptor-Primern aller murinen Zelllinien. GAPDH ist ein ubiquitar
vorkommendes Gen aller Zellen und dient hier als Kontrollgen.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 3: RT-PCR-Analyse der 2-Adrenorezeptor-Expression auf murinen Zelllinien

M=Marker, 1=6606PDA mit GAPDH-Primer, 2=6606PDA mit 2-Primer, 3= 6606liv
mit GAPDH-Primer, 4=6606liv mit p2-Primer, 5=Panc02 mit GAPDH-Primer,
6=Panc02 mit B2-Primer, 7= TD1 mit GAPDH-Primer, 8=TD1 mit 32-Primer, 9=TD2
mit GAPDH-Primer, 10=TD2 mit p2-Primer, 11=7265DT mit GAPDH-Primer,
12=7265DT mit B2-Primer, 13=Negativkontrolle; 2-Adrenorezeptor-Primer: 235bp

Es wurde immer die jeweilige Zelllinie mit dem GAPDH-Primer aufgetragen und
daneben mit dem P2-Rezeptor-Primer. Bei allen Zelllinien ist die Intensitat der
GAPDH-Bande deutlich starker als die mit dem Rezeptoren-Primer. Das Transkript
des P2-Rezeptor-Primers ist 235 Basenpaare grof3. Der Vergleich mit den
Markerbanden zeigt, dass die nachgewiesenen Banden auf dieser Hohe liegen. Alle

murinen Zelllinien exprimieren den p2-Adrenorezeptor auf DNA-Ebene.

4.1.1.2 Nachweis von a1-Rezeptoren auf DNA-Ebene bei den murinen

Zelllinien

Die beiden néchsten Abbildungen zeigen die Expression der a1-
Adrenorezeptorsubtypen a1b und a1d bei den murinen Zelllinien. Bis auf die Zelllinie
Panc02 exprimieren alle murinen Zelllinien einen der beiden Subtypen des a1-

Rezeptors.

47



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

300bp
200bp

100bp

Abb. 4: RT-PCR-Analyse der a1b-Adrenorezeptor-Expression auf murinen Zelllinien

M=Marker, 1=6606PDA mit GAPDH-Primer, 2=6606PDA mit alb-Primer, 3= 6606liv
mit GAPDH-Primer, 4=6606liv mit alb-Primer, 5=Panc02 mit GAPDH-Primer,
6=Panc02 mit alb-Primer, 7= TD1 mit GAPDH-Primer, 8=TD1 mit alb-Primer,
9=TD2 mit GAPDH-Primer, 10=TD2 mit alb-Primer, 11=7265DT mit GAPDH-Primer,
12=7265DT mit alb-Primer, 13=Negativkontrolle; a1b-Adrenorezeptor-Primer: 191bp

Es wurde immer die jeweilige Zelllinie mit dem GAPDH-Primer und daneben mit dem
al1b-Rezeptor-Primer aufgetragen. Bei allen Zelllinien ist die GAPDH-Bande mit
starker Intensitat sichtbar. Das a1b-Adrenorezeptor-Transkript ist 191 Basenpaare
grol3. Bei den Zelllinien 6606PDA, 6606liver und 7265DT konnte bei dieser Hohe
eine schwache Bande detektiert werden. Es ist davon auszugehen, dass diese
Zelllinien die mRNA des a1-Rezeptorsubtyps exprimieren. Bei den Zelllinien Panc02,

TD1 und TD2 konnte die mRNA fur diesen Rezeptorsubtyp nicht detektiert werden.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 5: RT-PCR-Analyse der ald-Adrenorezeptor-Expression auf murinen Zelllinien

M=Marker, 1=6606PDA mit GAPDH-Primer, 2=6606PDA mit ald-Primer, 3= 6606liv
mit GAPDH-Primer, 4=6606liv mit ald-Primer, 5=Panc02 mit GAPDH-Primer,
6=Panc02 mit ald-Primer, 7= TD1 mit GAPDH-Primer, 8=TD1 mit ald-Primer,
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9=TD2 mit GAPDH-Primer, 10=TD2 mit ald-Primer, 11=7265DT mit GAPDH-Primer,
12=7265DT mit ald-Primer, 13=Negativkontrolle; a1d-Adrenorezeptor-Primer: 239bp

Es wurde immer die jewelilige Zelllinie mit dem GAPDH-Primer und daneben mit dem
al1d-Rezeptor-Primer aufgetragen. Bei allen Zelllinien ist die GAPDH-Bande mit
starker Intensitat sichtbar. Das Transkript des a1d-Adrenorezeptor-Primers ist 239
Basenpaare grof3. Auf dieser Hohe konnten die Banden nachgewiesen werden.
Somit ist davon auszugehen, dass die entsprechenden Zelllinien den Rezeptor auf
DNA-Ebene exprimieren. Bei der Zelllinie Panc02 konnte der Rezeptorsubtyp nicht
gefunden werden.

4.1.1.3 Nachweis von a2-Rezeptoren auf DNA-Ebene bei den murinen

Zelllinien

Das Transkript fur a2a-Rezeptoren konnte in allen murinen Zelllinien nachgewiesen
werden. Die mRNA fur a2b- Rezeptoren konnte in keiner der murinen Zelllinien
detektiert werden. Die Abbildung zeigt die PCR-Produkte mit GAPDH- und a2a-

Rezeptor-Primern aller murinen Zelllinien.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

300bp
200bp

100bp

Abb. 6: RT-PCR-Analyse der a2a-Adrenorezeptor-Expression auf murinen Zelllinien

M=Marker, 1=6606PDA mit GAPDH-Primer, 2=6606PDA mit a2a-Primer, 3= 6606liv
mit GAPDH-Primer, 4=6606liv mit a2a-Primer, 5=Panc02 mit GAPDH-Primer,
6=Panc02 mit a2a-Primer, 7= TD1 mit GAPDH-Primer, 8=TD1 mit a2a-Primer,
9=TD2 mit GAPDH-Primer, 10=TD2 mit a2a-Primer, 11=7265DT mit GAPDH-Primer,
12=7265DT mit a2a-Primer, 13=Negativkontrolle; a2a-Adrenorezeptor-Primer: 166bp

Es wurde immer die jeweilige Zelllinie mit dem GAPDH-Primer und daneben mit dem
a2a-Rezeptor-Primer aufgetragen. Bei allen Zelllinien ist die GAPDH-Bande mit
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starker Intensitat sichtbar. Das Transkript des a2a-Adrenorezeptor-Primers ist 166
Basenpaare grof3. Auf dieser Hohe konnten bei allen Zelllinien spezifische Banden
nachgewiesen werden. Somit ist davon auszugehen, dass alle murinen Zelllinien den

a2a-Adrenorezeptor exprimieren.

4.1.1.4 Nachweis von Adrenorezeptoren auf DNA-Ebene bei der humanen
Zelllinie MiaPaCa-2

Bei der Zelllinie MiaPaCa-2 konnten die Transkripte fur die B-Rezeptoren, den a1d-
Rezeptor und die a2-Rezeptoren detektiert werden.

Abb. 7: RT-PCR-Analyse der Adrenorezeptor-Expression auf der Zelllinie MiaPaCa-2

M=Marker, 1=MiaPaCa-2 mit GAPDH-Primer, 2=MiaPaCa-2 mit p1-Primer,
3=MiaPaCa-2 mit B2-Primer, 4=MiaPaCa-2 mit alb-Primer, 5=MiaPaCa-2 mit ald-
Primer, 6=MiaPaCa-2 mit a2a-Primer, 7=MiaPaCa-2 mit a2b-Primer,
8=Negativkontrolle

Die Abbildung zeigt die PCR-Produkte der Gelelektrophorese. Aufgetragen wurde in
jede Tasche ein PCR-Ansatz mit MiaPaCa-2-Zell-DNA und den jeweiligen
Adrenorezeptor-Primern. Die sichtbaren Banden kénnen den HoOhen zugeordnet
werden, die der Transkriptgrof3e des jeweiligen Primers entsprechen. Es ist also
davon auszugehen, dass die Banden dem gesuchten Gen entsprechen. Die humane
Zelllinie MiaPaCa-2 exprimiert die Gene fiur alle untersuchten Adrenorezeptortypen,

aulder das fur den a1-Rezeptorsubtyp a1b.
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4.1.1.5 Nachweis von Adrenorezeptoren auf DNA-Ebene bei der humanen
Zelllinie BXPC-3

Auch die Zelllinie BXPC-3 exprimiert, bis auf einen a1-Rezeptorsubtyp, die Gene fir
alle anderen untersuchten Adrenorezeptortypen. Bei dieser Zelllinie konnte anders
als bei der Zelllinie MiaPaCa-2 das Transkript fir den a1b-Adrenorezeptor detektiert

werden, nicht aber fur den a1d-Rezeptor.

Abb. 8: RT-PCR-Analyse der Adrenorezeptor-Expression auf der Zelllinie BXPC-3

M=Marker, 1=BXPC-3 mit GAPDH-Primer, 2=BXPC-3 mit 1-Primer, 3=BXPC-3 mit
B2-Primer, 4=BXPC-3 mit alb-Primer, 5=BXPC-3 mit ald-Primer, 6=BXPC-3 mit
a2a-Primer, 7=BXPC-3 mit a2b-Primer, 8=Negativkontrolle

Die Abbildung zeigt die UV-Licht-Auswertung der Gelelektrophorese mit den PCR-
Produkten der Zelllinie BXPC-3. Jede Geltasche enthielt einen PCR-Ansatz mit den
jeweiligen Rezeptoren-Primern. Die sichtbaren Banden koénnen den Hohen
zugeordnet werden, die der Transkriptgro3e des jeweiligen Primers entsprechen. Die
Zelllinie exprimiert dementsprechend die Gene flr die beiden B-Rezeptortypen, den

a1d-Rezeptor und fur die beiden Subtypen des a2-Adrenorezeptors.

In vorher durchgefuhrten Versuchen wurde zunéchst nach geeigneten Kontrollen fir
die Primer gesucht. Dafir wurden verschiedene Organe der Maus mittels PCR auf
die Expression der Adrenorezeptortypen untersucht. Wie erwartet, konnten in dem
Herzlysat der Maus die B-Rezeptoren sowie die a1-Rezeptoren nachgewiesen

werden. Die Expression der a2-Rezeptoren wurde im murinen Gehirn nachgewiesen.
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4.1.2 Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR mithilfe der

komparativen Ct-Methode

Die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) kombiniert die Polymerase-Kettenreaktion

mit einer Quantifizierung der bei jedem Zyklus entstehenden DNA.
Fur die Quantifizierung wurde die vergleichende Ct (cycle threshold)-Methode (ACt)

benutzt. In der Real-Time-PCR werden als Mal3 fir die Quantifizierung der
Startmenge die sogenannten Ct-Werte herangezogen. Sie entsprechen der Anzahl
der PCR-Zyklen, die nétig sind, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Die quantitative Auswertung der gRT-PCR-Daten beruht auf der Tatsache,
dass unter optimalen Bedingungen die Produktmenge bei jedem PCR-Zyklus
verdoppelt wird. Nicht die absoluten Startkopienzahlen oder —konzentrationen
werden bestimmt, sondern die Expression des zu untersuchenden Gens wird auf ein
zweites, ubiquitdr und homogen exprimiertes Gen bezogen. Die Berechnung des
Expressionsunterschiedes kann dber die sogenannte komparative Ct-Methode

erfolgen (87). Fur die Berechnungen wurde folgende Formel angewandt:

Fold change = 274¢¢

ACt = (Ct Zielgen — Ct internes Kontrollgen)

Der sogenannte ,Fold change“ bezeichnet das Verhaltnis der Genexpression in

Bezug auf das Grundniveau.

4.1.2.1 Berechnung der ,,Fold change“-Werte mit der Ct-Methode

Es wurde die Zell-DNA einer Zelllinie aus funf verschiedenen Zellschalen in
Triplikaten in die 96-Loch-Platte pipettiert. Aus den Ct-Werten der Triplikate wurde
der Mittelwert gebildet. Im né&chsten Schritt wurde die oben genannte Formel
angewandt. Dann wurde aus den so ermittelten funf ,Fold change“-Werten wieder

der Mittelwert gebildet. Eine Beispielrechnung soll die Vorgangsweise erlautern.
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Beispiel:

Zellschale> |6606PDA-1 |6606PDA-2 |6606PDA-3 |6606PDA-4 |6606PDA-5
Primer-> GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
Probe 1 17,49 16,3 17,21 17,32 17,11
Probe 2 16,76 16,34 17,15 17,23 17,06
Probe 3 16,34 16,25 17,14 17,31 16,96
Mittelwert 16,86 16,29 17,16 17,28 17,04
Primer-> B2 B2 B2 B2 B2
Probe 1 28,35 27,65 27,94 28,02 29,91
Probe 2 27,56 27,88 28,01 28,3 29,12
Probe 3 27,53 28,21 27,6 28,23 29,05
Mittelwert 27,81 27,91 27,85 28,18 29,36

Fold change 7

2—(27.81-16.88)

= 0,0005055

2—(27.91-16,29)

=0,0003184

2—(27,85-17.16)

=0,0006081

5-(28,18-17,28)

=0,0005245

2—(29.36-17,04)

=0,0001960

Mittelwert der , Fold Change“-Werte = 0,00043053; 1/0,00043053 = 2322,7185->
Aussage: Dieser Wert besagt, dass das Gen fur GAPDH 2322,7mal starker als das

fur den B2-Adrenorezeptor bei der Zelllinie 6606PDA exprimiert wird. So wie in

diesem Beispiel gezeigt, wurde mit allen anderen Zelllinien auch verfahren. Die

folgende Tabelle soll eine Ubersicht aller ermittelten ,Fold Change“-Werte geben.
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Tab 5: Ubersicht der Ergebnisse der qRT-PCR

Rezeptortyp > | B1 B2 alb ald 02a a2b

murine

Zelllinien/DNA
P —
Herz 0,01721727 | 0,00273673 | 0,00893283 | 0,00252413

(murin)

Gehirn 0,00429438

(murin)

6606PDA 0,00043053 | 0,00029814 | 0,00104358 | 0,00025653

6606liver 0,00046711 | 0,0003487 | 0,00101746 | 0,00024989

Panc02 0,00014061 0,000075

TD1 0,00020067 0,00013702 | 0,00134552

TD2 0,00049578 0,0000914 | 0,00065266

7265DT 0,00053498 | 0,00014365 | 0,00022604 | 0,00047886

humane

Zelllinien/DNA

P ——R—_—RE —€—§—§—§$§—§$§—$§$§$—§$—§$—§—§$§$§$—$—€—$—@—$¥§—€§—§—$€F—€—§€—§$§$§$€§$§$§$§$§$S—S—$—§8§
Herz 0,00144305 | 0,00499027 | 0,00114007 | 0,00101334

(human)

Gehirn 0,18258836 | 0,13982233
(human)

MiaPaCa-2 0,31570886 | 0,5046424 0,00367425 | 0,00900536 | 0,29885136
BXPC-3 2,73681895 | 327,988177 | 0,08649437 0,02271176 | 0,60920513

In der Tabelle sind die ,Fold change“-Werte aufgetragen, die sich durch die

Berechnung mit der komparativen Ct-Methode ergeben.
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4.1.2.2 Grafische Darstellung der Ergebnisse der relativen Quantifizierung der
qRT-PCR

Im Folgenden werden die Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR in Grafiken
anschaulich dargestellt. Daftir werden die ,Fold-Change“-Werte der PCR jeweils
eines Rezeptortyps und des Kontrollgens GAPDH aller murinen Zelllinien
nebeneinander dargestellt. Die Ergebnisse der Berechnungen der Positivkontrollen,
also der Herz- und Gehirn-DNA, wurden auch bericksichtigt, um die
GroRRenverhaltnisse zu veranschaulichen. Die Grafiken zeigen die relative Expression
des jeweiligen Adrenorezeptors in Bezug auf das Referenzgen GAPDH der

Positivkontrolle und aller murinen bzw. der humanen Zelllinien.

Auf der Y-Achse sind die ,Fold change“-Werte aufgetragen. Anhand der
nebenstehenden Legende lasst sich ablesen, welcher Balken die jeweilige Zelllinie

reprasentiert.

Die erste Abbildung zeigt, dass der 2-Rezeptor erwartungsgemafn am starksten im
Herzen exprimiert wird. Alle untersuchten murinen Zelllinien exprimieren diesen
Rezeptortyp deutlich weniger. Sie haben aber im Vergleich ahnlich hohe ,Fold

Change“-Werte.

0.003+
— Herz
BB 6606PDA
¢ 0002{f B3 6606liver
s | D PancO2
ﬁ B TD1
3 0.001- D2
- B3 7265DT
0.000 i mm &

Abb. 9: Expression des B2-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen (GAPDH)

der murinen Zelllinien

Die folgende Abbildung zeigt die relative Expression des a1b-Adrenorezeptors bei

den murinen Zelllinien und muriner Herz-DNA in Bezug auf das Referenzgen. Auch
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hier wird deutlich, dass im murinen Herzen der Rezeptortyp um ein Vielfaches hdher
exprimiert wird als in den Zelllinien. Die Zelllinien 6606PDA, 6606liver und 7265DT

exprimieren den a1b-Rezeptor in Bezug auf das Kontrollgen ahnlich stark.

0.010-

Herz

0.008- EE3 6606PDA
- B3 6606liver
£ 0.006- D 7265DT
S
S 0.0044
L

0.002-

Abb. 10: Expression des a1b-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen der
murinen Zelllinien

Die nachstehende Grafik zeigt in der Ubersicht die relative Expression des a1ld-
Adrenorezeptors bei den murinen Zelllinien sowie der Positivkontrolle (murine Herz-
DNA). Im murinen Herzen ist der Rezeptortyp deutlich starker exprimiert als in den
murinen Zelllinien, in denen sich der ald-Rezeptor auch fand. Die Zelllinien
6606PDA und 6606liver exprimieren den Adrenorezeptortyp, verglichen mit den

anderen murinen Zelllinien, starker.
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Abb. 11: Expression des ald-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen der

murinen Zelllinien
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Bei dieser Abbildung ist die relative Expression des a2a-Adrenorezeptors in Bezug
auf das Gen fur GAPDH bei den murinen Zelllinien und der Positivkontrolle
dargestellt. Die Gehirn-DNA tragt das Gen fiur diesen Rezeptortyp um ein Vielfaches
hoher als die untersuchten murinen Zelllinien. TD1 und TD2 exprimieren das a2a-

Rezeptorgen im Vergleich am héchsten.

0.005+
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Abb. 12: Expression des a2a-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen der

murinen Zelllinien

Die folgenden Grafiken bilden die Ergebnisse der humanen Zelllinien ab. Auch bei
diesen Abbildungen wurden die Ergebnisse der Positivkontrolle neben denen der
beiden untersuchten humanen Zelllinien fir den jeweiligen Rezeptorsubtyp

dargestellt.
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Die ersten beiden Abbildungen zeigen die relative Expression der -Rezeptoren in
Bezug auf die Referenzen. Bei beiden Rezeptortypen sind die ,Fold Change“-Werte
bei der Zelllinie BXPC-3 am héchsten und damit die relative Expression. Die Werte

der Positivkontrolle, also der humanen Herz-DNA waren dagegen niedrig.

104
10001
B3 Herz

1 100+ B3 MiaPaCa-2
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Abb. 13: links: Expression des 31-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen
der humanen Zelllinien; rechts: Expression des B2-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf

das Referenzgen der humanen Zelllinien

Der a1b-Adrenorezeptor wird von der humanen Zelllinie BXPC-3 exprimiert und der
al1d-Adrenorezeptor wird von der Zelllinie MiaPaCa-2 exprimiert. Die beiden
nachstehenden Abbildungen zeigen die relative Expression der Rezeptortypen in den
Zelllinien verglichen mit der Expression des jeweiligen Rezeptortyps in humaner
Herz-DNA. Die Rezeptortypen a1b und a1d werden in der Herz-DNA im Bezug auf
das Referenzgen GAPDH wesentlich geringer exprimiert, als in den jeweiligen

Zelllinien BXPC-3 und MiaPaCa-2.
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Abb. 14: links: Expression des a1b-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen
der humanen Zelllinien; rechts: Expression des ald-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf

das Referenzgen der humanen Zelllinien
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Die folgenden Grafiken stellen die relative Expression der Subtypen des a2-
Adrenorezeptors in den humanen Zelllinien und der Positivkontrolle dar. Der a2a-
Rezeptor wird bezogen auf das Referenzgen am starksten in der humanen Gehirn-
DNA exprimiert. Die beiden humanen Zelllinien exprimieren diesen Rezeptortyp
relativ. zum GAPDH-Gen ahnlich stark. Die rechte Abbildung zeigt die relative
Expression des a2b-Rezeptors in den humanen Zelllinien und der Positivkontrolle.
Am starksten wird der Rezeptorsubtyp von der Zelllinie BXPC-3 exprimiert, am

geringsten von der humanen Gehirn-DNA im Verhéltnis zu dem Referenzgen

GAPDH.
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Abb. 15: links: Expression des a2a-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf das Referenzgen
der humanen Zelllinien; rechts: Expression des a2b-Adrenorezeptors quantitativ in Bezug auf

das Referenzgen der humanen Zelllinien

4.2 Detektion der Adrenorezeptoren auf Proteinebene

mittels Western Blot

Zellen, die die DNA fur ein bestimmtes Gen besitzen, konnen dieses auch auf
Proteinebene exprimieren und somit kann dieses Protein funktionsfahig werden. Um
festzustellen, ob bei den Zellen, bei denen DNA fiir die verschiedenen
Adrenorezeptoren vorhanden ist, auch das Protein exprimiert wird, wurde eine
Analyse mit der Western Blot-Methode durchgefiihrt. Die Western Blot-Analyse
wurde nur bei den jeweiligen Zellen durchgefuhrt, bei denen die DNA fir den
Adrenorezeptorsubtypen nachgewiesen werden konnte. Es ist davon auszugehen,
dass bei den Zellen, die die DNA fir das entsprechende Gen nicht besitzen, auch

das Protein nicht gefunden werden kann.
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Prinzipiell wurde bei der Durchfihrung der Western Blots immer die Geltasche neben
dem Marker mit der Positivkontrolle beladen, also bei der B- und a1-Rezeptoranalyse
mit Herzlysat und bei der a2-Rezeptoranalyse mit Gehirnlysat. Daneben wurden
jeweils drei Taschen mit drei unterschiedlichen Proteinproben, gewonnen aus
verschiedenen Zellschalen, einer Zelllinie beladen, um die Zuverlassigkeit der
Ergebnisse zu erhéhen. Der Nachweis des GAPDH-Proteins erfolgte meist in einem
zweiten Schritt durch Wiederverwendung (,Reprobing“) der Membranen.

Anmerkung: Aufgrund fehlender Verflugbarkeit der entsprechenden Antikérper war
eine Untersuchung der Subtypen alb und al1d des a1-Adrenorezeptors auf

Proteinebene nicht mdglich.

Im Folgenden werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur Ausschnitte aus den

einzelnen Blots nebeneinander dargestellt.

4.2.1 Detektion des B1-Adrenorezeptors auf Proteinebene

Bei der PCR-Analyse konnte die DNA fur den (1-Rezeptor nur auf den beiden
humanen Zelllinien nachgewiesen werden. Bei keiner der murinen Zelllinien wurde

die DNA fir diesen Rezeptortyp detektiert.
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Abb. 16: Detektion des B1-Adrenorezeptors der humanen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus MiaPaCa-2 und BXPC-3 mit Anti-B1-
Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als Ladekontrolle (unteres Bild). Als
Referenz wurde Herzlysat des Menschen aufgetragen.
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Der Antikorper gegen den B1-Adrenorezeptor detektiert Banden im Bereich von 64
kDa. Beim Herzen wurde eine relevante deutlich sichtbare Bande im Bereich von
etwa 58kDa detektiert. Bei beiden humanen Zelllinien konnten jeweils zwei
schwéchere Banden im Bereich von etwa 48 und 52 kDa detektiert werden. Der
Versuch wird als positiver Nachweis des (1-Adrenorezeptors bei den humanen
Zelllinien gewertet. Die Erklarung bzw. Diskussion dazu findet sich im
Diskussionsteil. Die Banden bei MiaPaCa-2 sind etwas schwacher sichtbar. Aufgrund
der auch schwacheren Ladekontrollbande lasst sich auf weniger aufgetragenes

Protein schlief3en.

4.2.2 Detektion des B2-Adrenorezeptors auf Proteinebene

In der PCR-Analyse konnte bei allen untersuchten Zelllinien das Transkript flr den
B2-Adrenorezeptor nachgewiesen werden. Die folgenden zwei Abbildungen zeigen
die Ergebnisse der Western Blots mit allen Zelllinien und dem Antikorper gegen den
B2-Adrenorezeptor.
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Abb. 17: Detektion des B2-Adrenorezeptors der humanen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus MiaPaCa-2 und BXPC-3 mit Anti-B2-
Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als Ladekontrolle (unteres Bild). Als
Referenz wurde Herzlysat des Menschen aufgetragen.

Der Anti-B2-Adrenorezeptor detektiert Banden bei 55kDa. Auf der Membran des
aufgetragenen Herzlysats kann eine deutliche Bande bei etwa 55kDa nachgewiesen
werden. In beiden humanen Zelllinien finden sich schwach sichtbare Banden
ebenfalls bei 55kDa. Es ist davon auszugehen, dass es sich dabei um das gesuchte

Protein handelt.
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Abb. 18: Detektion des B2-Adrenorezeptors der murinen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus 6606PDA, 6606liver, Panc02, TD1,
TD2, 7265DT mit Anti-B2-Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als
Ladekontrolle (unteres Bild). Als Referenz wurde Herzlysat der Maus aufgetragen.

Auch bei den murinen Zelllinien kann das p2-Adrenorezeptor-Protein mittels Western
Blot nachgewiesen werden. Es finden sich zwei Banden mit hoher Intensitat auf der
Membran mit dem Herzlysat. Sie liegen bei 70 und 75kDa. Spezifische Banden
finden sich bei allen murinen Zelllinien bei etwa 60kDa. Genaue Ausfluhrungen und

Erklarungen dazu finden sich im Diskussionsteil.
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4.2.3 Detektion des a1-Adrenorezeptors auf Proteinebene

¥ ¢— al-Rezeptor

40
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Abb. 19: Detektion des a1-Adrenorezeptors der humanen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus MiaPaCa-2 und BXPC-3 mit Anti-a1-
Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als Ladekontrolle (unteres Bild). Als
Referenz wurde Herzlysat des Menschen aufgetragen.

Der Antikérper gegen das a1-Adrenorezeptorprotein detektiert Banden bei 60kDa.
Bei der Positivkontrolle, also dem humanen Herzlysat, kann eine spezifische Bande
bei etwa 60kDa nachgewiesen werden. Die Membranen mit den humanen Zelllinien-

Proteinen zeigen beide sehr schwache Banden.
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Abb. 20: Detektion des a1-Adrenorezeptors der murinen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus 6606PDA, 6606liver, Panc02, TD1,
TD2, 7265DT mit Anti-al-Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als
Ladekontrolle (unteres Bild). Als Referenz wurde Herzlysat der Maus aufgetragen.

Auf DNA-Ebene konnte bei allen murinen Zelllinien ein Subtyp des a1-
Adrenorezeptors nachgewiesen werden. Mit der Western-Blot-Methode konnten
Proteinbanden mit dem entsprechenden Antikorper detektiert werden. Der Antikérper
detektiert Banden bei 60kDa. Das Bandenmuster ist jedoch nicht konform mit den
Angaben des Herstellers. Die Banden werden trotzdem als spezifisch interpretiert.
Eine genaue Erlauterung dazu findet sich dazu im Diskussionsteil. Bei dem Herzlysat
finden sich zwei Banden bei 72kDa und bei 39kDa. Bei allen murinen Zelllinien findet
sich eine Bande bei etwa 36kDa. Eine zweite Bande wird bei den Zelllinien
6606PDA, 6606liver und TD2 detektiert.
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4.2.4 Detektion des a2-Adrenorezeptors auf Proteinebene
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Abb. 21: Detektion des a2a-Adreno-
rezeptors der humanen Zelllinien im
Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten
(25pg) aus MiaPaCa-2 mit Anti-a2a-
Adrenorezeptor (oberes Bild) und
GAPDH als Ladekontrolle (unteres
Bild). Bei der Zelllinie BXPC-3 gelang

Abb. 22: Detektion des a2b- Adreno-

rezeptors der humanen Zelllinien im

Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten
(25ug) aus MiaPaCa-2 und BXPC-3
mit Anti-a2b-Adrenorezeptor (oberes
Bild) und GAPDH als Ladekontrolle
(unteres Bild). Als Referenz wurde

der Nachweis nicht. Als Referenz
wurde Gehirnlysat des Menschen
aufgetragen.

Gehirnlysat des Menschen
aufgetragen.

Der Antikorper gegen den a2a-Adrenorezeptor detektiert Banden bei 49kDa und der
Anti-a2b-Adrenorezeptor detektiert Banden bei 50kDa. Die linke Abbildung zeigt die
Western Blots mit humanen Gehirnlysat und der humanen Zelllinie MiaPaCa-2. Bei
beiden Blots konnte eine spezifische Bande bei 49kDa detektiert werden. Auf DNA-
Ebene konnte des Weiteren dieser Rezeptortyp auch in der Zelllinie BXPC-3
nachgewiesen werden. Dieser Nachweis gelang auf Proteinebene mit der Western
Blot-Methode nicht. Das Bild wird dementsprechend nicht gezeigt. Das rechte Bild
zeigt das Ergebnis der Western Blots der beiden humanen Zelllinien sowie der
Positivkontrolle mit dem Antikorper gegen den a2b-Adrenorezeptor. Bei allen Blots

konnten spezifische Banden bei 49kDa detektiert werden und somit wurde das

65



entsprechende Protein nachgewiesen. Die Bande bei dem Blot mit dem

aufgetragenen Gehirnlysat ist von starkerer Intensitat.

TD1 TD2 7265DT

P <« (2a-Rezeptor
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Abb. 23: Detektion des a2a-Adrenorezeptors der murinen Zelllinien im Western Blot

Western Blots von Proteinlysaten (25ug) aus 6606PDA, 6606liver, Panc02, TD1,
TD2, 7265DT mit Anti-a2a-Adrenorezeptor (oberes Bild) und GAPDH als
Ladekontrolle (unteres Bild). Als Referenz wurde Gehirnlysat der Maus aufgetragen.

Auf DNA-Ebene konnte bei allen murinen Zelllinien der a2a-Adrenorezeptor
nachgewiesen werden. Die oben stehende Abbildung zeigt das Ergebnis der
Western Blot-Methode mit allen murinen Zelllinien sowie der Positivkontrolle, dem
murinen Gehirnlysat mit dem a2a-Rezeptor-Antikérper. Der Antikorper detektiert
Banden bei 49kDa. Bei dem Blot mit dem Gehirnlysat konnte eine deutlich sichtbare
Bande bei 72kDa detektiert werden. Bei den Zelllinien 6606PDA, 6606liver und
7265DT konnten deutliche spezifische Banden bei etwa 56kDa gefunden werden.
Auch bei der Zelllinie Panc02 zeigt sich auf dieser Hohe eine Bande, allerdings mit
deutlich geringerer Intensitat. Aul3erdem kénnen auch noch mehrere Banden auf
anderen Hohen detektiert werden. Bei den Zelllinien TD1 und TD2 finden sich

relevante Banden in der Hohe, die der Grol3e von etwa 40kDa entsprechen.
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4.3 Charakterisierung der Pankreastumorzellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung beziglich des Vorkommens

und der Lokalisation der Adrenorezeptoren

In der vorliegenden Arbeit erfolgt der Nachweis der gesuchten Adrenorezeptor-
proteine auf den Tumorzellen zusatzlich mit der Immunfluoreszenzfarbung. Durch
spezifische  Antikérper markiert man die gesuchten Proteine fir die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung und ermittelt anschliel3end ihre rdumliche

Verteilung und Quantitat.

AulRerdem kann beispielsweise bestimmt werden, in welchem Kompartiment der

Zelle das Protein lokalisiert ist.

Auf den folgenden Seiten werden die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung der

Rezeptorenproteine auf den Pankreaskarzinomzelllinien abgehandelt.

4.3.1 Nachweis des B1-Adrenorezeptor-Proteins

Der B1-Rezeptor fand sich in den vorherigen Versuchen nur in den beiden
untersuchten humanen Zelllinien. In den murinen Zelllinien war dieser

Adrenorezeptor auf Gen- und Proteinebene nicht nachweisbar.

A B

Abb. 24: Immunfluoreszenz-Farbung; Primarantikdrper: Anti-B71-Adrenorezeptor

A: humane BXPC-3-Zellen, VergroRerung 20x; B: humane MiaPaCa-2-Zellen,
Vergro3erung 20x
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Beide Bilder zeigen diffus verteilte einzelne Zellen. Die mit DAPI blau gefarbte DNA
macht die Zellkerne sichtbar. In Abbildung A ist die rot fluoreszierende Farbe
kreislinienférmig um die Zellkerne herum angeordnet. Daraus ergeben sich Hinweise
auf die Lokalisation des gesuchten Antigen-Antikérperkomplexes. Der 31-Rezeptor
ist membransténdig. Im Bild B sind neben den blau gefarbten Zellkernen ebenfalls rot
gefarbte Areale sichtbar. In dieser Abbildung ist die Rotfarbung zwar auch direkt bei
den Zellkernen lokalisiert, jedoch ist sie wesentlich diffuser und tber die ganze Zelle
verteilt. Der Abbildung zufolge befindet sich dieser Adrenorezeptortyp in allen
Kompartimenten und ist aul3erdem membranstandig. AulRerdem sind die
Farbintensitat und der immunologische Komplex im Bild B geringer. Bei beiden
Zelllinien weist jede sichtbare Zelle eine rotlich gefarbte Komponente auf.

4.3.2 Nachweis des B2-Adrenorezeptor-Proteins

Der B2-Rezeptor wurde in allen untersuchten Zelllinien auf DNA-Ebene und PCR-
Ebene nachgewiesen. Um auch Aussagen Uber die Lokalisation machen zu kénnen

und die vorherigen Ergebnisse Zu untermauern, wurde eine

Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

G H

Abb. 25: Immunfluoreszenzfarbung; Primarantikérper: Anti-B2-Adrenorezeptor

A: MiaPaCa-2-Zellen, Vergro3erung 20x; B: BXPC-3-Zellen, Vergréf3erung 20x; C:
6606PDA-Zellen, VergroRerung 200x; D: 6606liver-Zellen, Vergrol3erung 20x; E:
Panc02-Zellen, VergroRerung 40x; F: TD1-Zellen, VergroRerung 20x; G: TD2-Zellen;
VergroRerung 40x; H: DT7265-Zellen, VergroRerung 60x
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Auf den Abbildungen sind mehrere einzeln stehende Zellen abgebildet.

In allen Bildern ist die DNA blau angefarbt und so werden die Zellkerne sichtbar. Man
kann erkennen, dass der rote Farbstoff vor allem randstandig neben den Zellkernen
angereichert ist. Das lasst darauf schliellen, dass das gesuchte Antigen, der [32-
Adrenorezeptor hauptsachlich membranstandig in den Zellen Ilokalisiert ist.
Hinsichtlich der Verteilung der rotfarbenden Reaktionskomplexe ist zu konstatieren,

dass an jeder sichtbaren Zelle der Rezeptor vorhanden ist.

4.3.3 Nachweis des a1-Adrenorezeptor-Proteins

Bei fast allen untersuchten Zelllinien konnte der al-Adrenorezeptor gefunden

werden. Nur auf der murinen Zelllinie Panc02 konnte dieser Rezeptortyp nicht

detektiert werden.

E F

Abb. 26: Immunfluoreszenzfarbung; Priméarantikdrper: Anti-a7-Adrenorezeptor

A: MiaPaCa-2-Zellen, Vergro3erung 20x; B: BXPC-3-Zellen, VergroR3erung 20x; C:
6606PDA-Zellen, VergroRerung 60x; D: 6606liver-Zellen, VergrolR3erung 40x; E: TD1-
Zellen, VergrolRerung 40x; F: TD2-Zellen; VergréRerung 20x; G: DT7265-Zellen,
Vergrofierung 20x

Bei den Bildern sind einzelne Zellen oder kleine Zellverbande sichtbar. Die Zellkerne

sind blau gefarbt und die CY3-Fluoreszenz findet sich bei fast jeder der abgebildeten
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Zellen. Die rote Fluoreszenzfarbe ist vor allem um die Zellkerne herum lokalisiert.
Auch hier kann von der Membranstandigkeit des Rezeptors ausgegegangen werden.
Quantitativ lassen sich zwischen den untersuchten Zelllinien kaum Unterschiede

ausmachen.

4.3.4 Nachweis des a2a-Adrenorezeptor-Proteins

Auf Gen- und Proteinebene konnte der a2a-Rezeptor bei allen Zelllinien

nachgewiesen werden.

E F H

Abb. 27: Immunfluoreszenzfarbung; Priméarantikérper: Anti-a2a-Adrenorezeptor

A: MiaPaCa-2-Zellen, VergroRerung 20x; B: BXPC-3-Zellen, VergroRerung 20x; C:
6606PDA-Zellen, VergrolRerung 20x; D: 6606liver-Zellen, VergroRerung 60x; E:
Panc02-Zellen, VergroRerung 40x; F: TD1-Zellen, VergréRerung 60x; G: TD2-Zellen;
VergroRerung 40x; H: DT7265-Zellen, Vergrof3erung 40x

Auch hier sind die blauen Zellkerne sichtbar und die rétlich-orange fluoreszierenden
Immunkomplexe, die dem a2a-Protein entsprechen. Bei jeder der abgebildeten

Zellen finden sich die Reaktionskomplexe und somit dieser Rezeptortyp.
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4.3.5 Nachweis des a2b-Adrenorezeptor-Proteins

Die Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion und der Western Blots zeigen, dass
dieser Rezeptortyp sich nur auf den humanen Zelllinien MiaPaCa-2 und BXPC-3

finden lasst.

A B

Abb. 28: Immunfluoreszenzfarbung; Priméarantikdrper: Anti-a2b-Adrenorezeptor

A: humane MiaPaCa-2-Zellen, Vergro3erung 20x; B: humane BXPC-3-Zellen,
VergréRerung 40x

Bei beiden Abbildungen sind die blauen Zellkerne nur schwer deutlich abgrenzbar,
da die Zellen von der roten Fluoreszenzfarbung uberlagert werden. Die a2a-

Rezeptoren sind in allen Kompartimenten und membranstandig lokalisiert.

Die rot gefarbten Strukturen finden sich allerdings auch hier bei jeder der Zellen und

damit die gesuchten Immunkomplexe.
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4.3.6 Negativkontrolle

Bei jedem Versuch wurde zusatzlich in eine Kavitat des Objekttragers auf die Zellen
kein Primarantikérper aufgetragen, aber der mit Cy3-konjugierte Sekundarantikorper.
Damit sollte gezeigt werden, dass der Sekundarantikorper keine unspezifischen
Bindungen eingeht. Hier werden zur Veranschaulichung zwei Beispielbilder
aufgefuhrt.

A B

Abb. 29: Immunfluoreszenzfarbung; kein Primarantikérper

A: humane MiaPaCa-2-Zellen, VergroR3erung 20x; B: murine 6606liver-Zellen,
VergréRerung 20x

Auf den Bildern sieht man die blau gefarbten Zellkerne. Weitere Strukturen lassen
sich nicht erkennen. Es haben keine weiteren immunologischen Reaktionen
stattgefunden, die zu einer Farbreaktion gefuihrt haben. Ahnliche Bilder ergaben die

Versuche mit allen anderen Zelllinien.
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5. Diskussion

Im folgenden Abschnitt werde ich zunachst bezugnehmend auf die gewonnenen
Ergebnisse, die zugrunde liegenden relevanten Pathomechanismen der
Karzinogenese erértern. Im Anschluss daran werden die Erkenntnisse anderer
Forschungsarbeiten im Kontext betrachtet. Auf3erdem werde ich auf die Bedeutung
und den Nutzen der quantitativen Analyse der Adrenorezeptoren eingehen. Eine
kritische Betrachtung soll mdgliche Fehlerquellen der experimentellen Durchfuhrung
aufdecken sowie die Validitat der erhobenen Ergebnisse verdeutlichen. Zum Schluss
wird die Bedeutung fir mdgliche neue Therapieoptionen und die zukinftige

Behandlung des Pankreaskarzinoms diskutiert.

5.1 Tumorpathogenese und Signaltransduktionswege

Die Entstehung von malignen Tumoren mit Krebsinitiation, Progression und
Metastasierung ist ein komplexer Prozess, der von mehreren Schritten abhangig ist
und noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Zu diesen Schritten gehéren genetische
Veranderungen, Wachstum, Proliferation, Vaskularisation, Invasion und die
Umgehung von Apoptose. Man geht davon aus, dass verschiedene Mechanismen zu
akkumulierenden Mutationen und somit zur Entartung der Zellen fihren (88; 89).
Beteiligt sind dabei unter anderem verschiedene Onkogene, inaktivierte
Tumorsuppressorgene und Mutatorgene, die zu einem gestérten Gleichgewicht
zwischen Zellvermehrung und Apoptose fuhren. Die Regulation dieser Prozesse ist
sehr komplex und wird Uber zahlreiche Signaltransduktionswege gesteuert. Das
Hauptziel dieser Regelmechanismen, wie auch vieler Onkogene und
Tumorsuppressorgene, ist die Beeinflussung des Zellzyklus (40; 89). Fur die
Therapie von Tumoren ist es entscheidend, in diese Mechanismen eingreifen zu
kénnen und somit die Karzinogenese zu modulieren oder im besten Fall zu hemmen.
Es gibt bereits viele Substanzen, die die Féhigkeit dazu besitzen. Beispielsweise
werden zelltoxische Substanzen, Zytostatika, eingesetzt, um eine Hemmung oder
Zerstérung des Tumorzellwachstums zu bewirken. Dabei wird zum Beispiel die DNA-

Synthese durch DNA-Interkalation oder Hemmung der Purinsynthese gestort (40).
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Die Ursachen fir die Entstehung des Pankreaskarzinoms sind noch sehr wenig
erforscht. Es gibt einige wenige mit Sicherheit identifizierte Ursachen, zu denen der
Nikotinabusus gehort (1). Insgesamt ist die Forschung auf diesem Gebiet aber noch
sehr unbefriedigend. Dementsprechend sind die therapeutischen Mdglichkeiten zur
Behandlung des Pankreaskarzinoms immer noch sehr begrenzt und auch nur wenig
erfolgreich. Aus diesem Grund ist es so wichtig, die Tumorbiologie und die zugrunde
liegenden molekularen und zellularen Pathomechanismen der Entstehung bzw.
Progression des Pankreaskarzinoms mdoglichst gut zu verstehen, um mehr
Angriffspunkte fur verschiedene Therapieinterventionen zu identifizieren. Unserer
Arbeitsgruppe ist es gelungen, einen vollig neuen Mechanismus aufzudecken, der
einen gunstigen Effekt auf das Tumorwachstum zu haben scheint. Nun gilt es

Andockstellen zu finden, diesen Mechanismus zu modulieren bzw. zu inhibieren.

Es wurde gezeigt, dass Stress Uber eine Ausschittung von Katecholaminen in vitro
zu einer signifikant starkeren Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen
fuhrt, die mittels B-Blockergabe signifikant gehemmt werden kann. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene humane und murine
Pankreaskarzinomzelllinien mit den Rezeptoren fur die Stresshormone in
unterschiedlicher Weise ausgestattet sind. Die murinen Zelllinien sind alle mit 32-
Adrenorezeptoren, a1- und a2-Adrenorezeptoren ausgestattet. Die humanen
Zelllinien exprimieren alle untersuchten Adrenorezeptortypen, also B1- und [(2-
Rezeptoren, sowie a1- und a2-Adrenorezeptoren. Dabei anzumerken ist, dass zum
Teil einige Zelllinien nur mit einem Subtyp des jeweiligen Adrenorezeptors
ausgestattet sind. Zum Beispiel exprimiert die Zellllinie BXPC-3 das Protein fur den
a2b-Adrenorezeptor, nicht aber fir den a2a-Adrenorezeptor. Welche Bedeutung den
einzelnen Subtypen zukommt, ist noch weitgehend unklar. AuRerdem bleibt offen, ob
und wenn ja, wie die Effekte Uber die Rezeptoren vermittelt werden. In Zukunft gilt
es, die genauen Signaltransduktionskaskaden zu verstehen, um neue

Therapieoptionen aufzudecken.

Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit dargelegt, konnte auch in anderen
Forschungsarbeiten gezeigt werden, dass viele solide Tumoren in grofer
Konzentration Rezeptoren fir Neurotransmitter exprimieren und sich daraus auch
therapeutische Mdoglichkeiten ergeben haben (59; 61; 68, 84). Beispielsweise bei
invasiven Brust-, Prostata- oder Kolonkarzinomen findet man viele (-adrenerge

Rezeptoren, die durch die Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin aktiviert
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werden und durch B-Blocker gehemmt werden kénnen (59; 62; 71; 90). Es wurden
verschiedene Signaltransduktionswege, die direkt Uber die Adrenorezeptoren
vermittelt zu einer Tumorprogression und -metastasierung fuhren, identifiziert (68; 73;
76; 82). Die Erkenntnisse beziehen sich meist auf andere Tumorentitdten und

wurden durch in-vitro-Experimente gewonnen.

Es gibt auch die Hypothese, dass es nicht nur durch Stress und sich daraus
ergebend ein erhohter Katecholaminspiegel zu einer Aktivierung der B-Rezeptoren
kommt, sondern auch andere Metaboliten wie beispielsweise das tabak-spezifische
NNK (Nicotine-derived nitrosamine ketone) als B-Agonisten fungieren kénnen. Das
kénnte erklaren, wie Nikotinabusus Uber eine Aktivierung von B-Adrenorezeptoren
zur Karzinogenese beitragt. NNK stimuliert die Proliferation von immortalisiertem
menschlichen Pankreasepithel durch die B-adrenerge Transaktivierung von EGF (75;
76; 80). Die Aktivierung von diesen Wachstumsfaktorrezeptoren resultiert in der
Stimulierung von antiapoptotischen Signalkaskaden, eingeschlossen MAPK,
Phosphatidyinositol 3°Kinase (PI3K/Akt) und nuklear faktor kB, die an der
Proliferation, Antiapoptose, Uberleben, und Metastasierung von Pankreaskrebszellen
beteiligt sind (91-93).

Auch bei anderen Tumoren gibt es dazu bereits Daten. In der Studie von Shin konnte
gezeigt werden, dass Nikotin und NNK signifikant die Zellproliferation in humanen
Magenkarzinomzellen verstarken (94). Eine Behandlung mit dem B-Adrenorezeptor-
Blocker Propanolol blockierte die NNK-induzierte Zellproliferation (94). Das kdnnte
erklaren, warum Raucher im Gegensatz zu Nichtrauchern ein 2fach erhohtes Risiko
fur die Entstehung eines Magenkarzinoms haben. Atenolol und ICI 118,551 (31- und
B2-Adrenorezeptor-Antagonisten) kehrten die stimulierende Wirkung von Nikotin auf

die Zellproliferation um (96).

5.2 Die Bedeutung der quantitativen Analyse und die

Regulationsmechanismen von Adrenorezeptoren

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels der Real-Time-PCR eine Quantifizierung
bezuglich der einzelnen Rezeptorsubtypen auf den verschiedenen Zelllinien
vorgenommen. Welche Rolle die quantitativen Unterschiede des jeweiligen
Rezeptorsubtyps in den Zelllinien spielt, ist noch nicht geklart. Eine Quantifizierung

dient der Einschatzung, wie stark die einzelnen Subtypen auf der jeweiligen Zelllinie
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exprimiert werden. In weiteren Schritten muss untersucht werden, ob sich daraus ein
unterschiedliches Ansprechen der Zelllinien auf die Neurotransmitter ergeben konnte.
Entscheidend wéare dann, ob dies unterschiedliche Auswirkungen auf den Verlauf der
Tumorerkrankung hat und, ob dies durch entsprechende Inhibitoren oder
Antagonisten beeinflusst wird. Eine Quantifizierung kénnte auferdem von Bedeutung
sein, um den Einfluss der Signaltransduktionswege Uber die jeweiligen

Adrenorezeptoren auf die Karzinomprogression beurteilen zu konnen.

Es ist bekannt, dass Rezeptoren bzw. ihre Empfindlichkeit durch verschiedene
Effekte und Bedingungen in vivo hoch- und herrunterreguliert werden kdénnen (88).
Bei diesen Effektoreaktionanderungen ist nicht genau bekannt, wie es zu einer
veranderten Rezeptoraffinitat, der Rezeptorzahl oder —dichte oder einer Veranderung
der nachfolgenden biochemischen Reaktionsschritte kommt (39). Die
molekularbiologischen Prozesse sind sehr komplex und vielschichtig. Einige
Regulationsmechanismen sind erforscht. Von Bedeutung kdnnte beispielsweise die
Herunterregulation der Adrenorezeptoren durch langfristig hohe Konzentrationen an
Katecholaminen sein. Eine Stimulierung der Signalkaskade fuhrt zu einer
Akkumulation des cAMPs und zu einer cAMP-vermittelten Aktivierung der
Proteinkinase A. Die PKA phosphoryliert neben verschiedenen Zellproteinen auch
adrenerge Rezeptoren. Eine Phosphorylierung der Adrenorezeptoren fuhrt zu einer

Entkopplung und zu einer Desensitivierung der Rezeptoren (97).

Molekularbiologisch erfolgt dies Uber folgende Schritte: Im Bereich der 3. und 5. a-
helikalen hydrophoben transmembranaren Doméanen werden Liganden an den
Adrenorezeptor gebunden. Die dritte intrazellulare Schleife und die terminale
Carboxylgruppe sind verantwortlich fir die Bindung des G-Proteins, der ersten
Komponente fur die intrazellulare Signaltransduktion. Phosphorylierung von
Hydroxygruppen der dritten Schleife und des Carboxylendes durch eine
Proteinkinase A und eine B-Adrenozeptor-spezifische Proteinkinase fuihren zu einer
Desensibilisierung, das G-Protein kann nicht mehr gebunden werden und es kommt
zu einer Internalisierung des Rezeptors. Dies ist ein wichtiger Mechanismus, der
beispielsweise nach langfristiger Stimulation mit Katecholaminen in hohen
Konzentrationen zu einer Desensibilisierung und Herunterregulation des
Adrenozeptors fuhrt (39; 96). In dieser Arbeit wurden solche Einflussfaktoren nicht
untersucht. Dementsprechend sind Aussagen diesbezuglich nicht moglich. Eine

Aussage uber die Bedeutung dieser Mechanismen in Bezug auf die Auswirkungen

76



auf die Tumorbiologie kdnnen an dieser Stelle nicht getroffen werden. Es bedarf
vieler funktioneller Versuche, die aufdecken, wie Adrenorezeptoren unter
verschiedenen Bedingungen, auch unter Katecholamineinfluss, reguliert werden und

welche Konsequenzen sich daraus ergeben.

Bei den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich lediglich anhand der durchgefiihrten
Immunfluoreszenzfarbungen ableiten, dass die Adrenorezeptoren zu einem Grol3teil
membranstandig sind. Internalisierungen der Rezeptoren lassen sich nicht
nachweisen. Dies ist ein entscheidender Aspekt fur die Ligandenbindung und die

nachfolgende Vermittlung der Antwort.

5.3 Validitat der Ergebnisse

Fur den Nachweis der Adrenorezeptoren auf den verschiedenen Zelllinien wurden
mehrere wissenschaftlich etablierte Methoden durchgefuhrt. Von diesen war der
Nachweis der Rezeptoren auf Proteinebene mittels Western Blot-Methode nicht
unproblematisch. Bei der Western Blot-Methode handelt es sich um eine sensible
Nachweismethode fir bestimmte Proteine, die Uber Immunkomplexreaktionen
vermittelt wird. Bei den durchgefiihrten Experimenten wurden bei den Western Blots
zum Teil unterschiedliche Molekulargewichte der fiur die Rezeptoren spezifischen
Banden gefunden. Die Banden entsprachen dabei nicht dem vorhergesagten
Proteingewicht. Hierfir kdnnen mehrere Faktoren verantwortlich sein. Der a1l-
Adrenorezeptor ist sehr polymorph und besitzt viele Isoformen. Daher gehen wir
davon aus, dass die observierten Banden bei den murinen Zelllinien Isoformen
darstellen. Da das Immunogen des Antikérpers von Aminoséaure 339 bis Aminosaure
349 reicht, kann der Antikdrper die Isoformen 1, 2, 3, 4, 8 und 9 erkennen (98). Bei
den Zelllysaten von Herz und Gehirn wurden zum Teil Banden bei etwa 72 kDa und
nicht den vorhergesagten 60 kDa nachgewiesen. Dieser Unterschied kann auf einer

Glykolisierung der Proteine beruhen(99).

Zusatzlich lieferten zwei weitere wissenschaftliche Methoden den Nachweis fir das
Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der Rezeptoren auf den verschiedenen

Zellen.

AulRerdem konnten andere Autoren die Expression der Adrenorezeptoren auf

anderen Zelllinien bereits nachweisen (75). Daher gehen wir davon aus, dass die in
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dieser Arbeit beschriebenen Rezeptoren spezifisch mittels Western Blot

nachgewiesen werden konnten.

5.4 Bedeutung fur maogliche neue Therapiekonzepte

Alternative Behandlungsmethoden, wie Psychotherapien, aber auch neue
medikamentdse Ansatze, wie z.B. der Einsatz von -Blockern oder Substanzen, die
in das vegetative Nervensystem eingreifen, werden vermutlich an Bedeutung
gewinnen. Erste Ergebnisse von Forschungsarbeiten in Bezug auf die Erprobung
solcher alternativen Therapieoptionen sind sehr vielversprechend (100; 101). In den
letzten Jahren erlangten B-Blocker immer mehr Aufmerksamkeit als eine potenzielle

therapeutische Option gegen Krebs.

Einige Studien liefern interessante Hinweise dafir, dass es bei Patientinnen, die an
Brustkrebs erkrankt sind, eine positive Assoziation zwischen der Medikation mit (3-
Adrenorezeptor-Antagonisten, des Ruckgangs der Tumorerkrankung und des
Uberlebens der Patienten gibt (100; 102; 103). Die Studie von Powe berichtet von
einer Fallserie von Frauen mit Brustkrebs, die gegen Hypertonus behandelt wurden,
mit und ohne [B-Blocker-Medikation. Es wurde eine bedeutende Risikoreduktion flr
das Wiederkehren der Erkrankung und ein langeres Uberleben der Frauen erreicht,
die eine [B-Blocker-Therapie erhielten (100). Dies war der erste Bericht beim
Menschen, der einen protektiven Effekt einer Medikation mit dem Ziel der
Adrenorezeptoren bei der Behandlung von Brustkrebs nachweisen konnte. In einer
retrospektiven Fall-Kontroll-Studie von Barron wurden Frauen mit Brustkrebs, die
Propanolol in dem Jahr davor und nach der Diagnosestellung erhielten, mit
Patientinnen ohne die Einnahme des Praparats verglichen. Die kumulative
Wabhrscheinlichkeit der spezifischen Mortalitat von Brustkrebs war signifikant

niedriger fur die Patientinnen, die Propanolol einnahmen (102).

Auch bei anderen Tumorentitaten konnten &ahnliche Korrelationen zwischen der
Einnahme von B-Blockern und einem gunstigen Krankheitsverlauf beschrieben
werden. So konnte zum Beispiel die Studie von Diaz bei Patientinnen mit
epithelialem Ovarialkarzinom eine signifikante Assoziation zwischen der -Blocker-

Einnahme und dem progressionsfreiem Uberleben aufzeigen (104).

Algazi stellte in einer franzdsischen Kohortenstudie heraus, dass kardiovaskular

erkrankte Patienten, die B-Blocker einnahmen, ein signifikant geringeres Risiko
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(minus 49%) hatten, eine Krebserkrankung zu entwickeln, verglichen mit Patienten,
die nie einen (-Blocker eingenommen hatten (105). Es gab eine 6%ige
Verminderung des Risikos fur jedes Jahr der B-Blocker-Einnahme (105).

Die gleiche Korrelation hatte Perron bei Prostatakrebspatienten in einer kanadischen
Studie zeigen konnen (106). In beiden Studien fanden die Autoren eine positive
Korrelation zwischen Dauer der Einnahme von (B-Blockern und des Ausmal3es der
Reduktion des Krebsrisikos. Diese epidemiologischen Studien zeigen, dass
Noradrenalin und B-Blocker nicht nur eine Rolle bei der Tumorprogression und
Sekundarpravention spielen, sondern auch in Bezug auf die Tumorinzidenz und die

primare Pravention.

Al-Wadei und sein Team konnten in einem Tiermodell zeigen, dass der (-Blocker
Propanolol starke krebspraventive Effekte hatte. Sie hatten gezeigt, dass das
menschliche duktale Pankreaskarzinom in vitro durch B-Rezeptoren-Agonisten in
seinem Wachstum stimuliert wird (107). Die Agonisten aktivieren Signale durch die
Adenylatzyklase und die nachgeschalteten Effektoren cAMP, Proteinkinase A und
CREB (cAMP response element-binding protein) sowie Proteinkinase A-abhangig die
Transaktivierung des EGFR-Weges (75; 76). Damit werden verschiedene
Signalubertragungswege bezeichnet, die wachstumsstimulierend wirken und zu einer

Zellproliferation fuhren.

Ein wichtiger Aspekt der genauerer Betrachtung und Forschung bedarf, ist die
unterschiedliche Wirkung verschiedener rezeptorblockierender Substanzen auf die
verschiedenen Rezeptortypen. So variieren die verschiedenen B-Blocker-Typen in
ihrer Spezifitat zu den B-Rezeptoren, wie B1- und B2-Rezeptor. Dies kdnnte unter
anderem den Verlauf der Tumorerkrankung beeinflussen (108). Bei vielen
praklinischen Studien wurden zum Beispiel nichtselektive B-Blocker, wie Propanolol,
eingesetzt, welcher B1- und p2-Adrenorezeptoren antagonisiert (109). Eine
Differenzierung beziglich des Rezeptorsubtyps wurde bei den Versuchen und
Studien meist nicht vorgenommen, so dass genaue Aussagen Uber die spezifische

Rezeptor-Ligandenbindung nicht moéglich sind.

In Studien, bei denen Effekte durch Antagonisten anderer Adrenorezeptortypen
untersucht worden sind, konnten &hnliche Zusammenhdnge gefunden werden.
Beispielsweise fand Scarparo heraus, dass die Behandlung von Melanomzellen mit

einem a-Rezeptor-Agonisten zu einer verminderten Proliferation der Zellen fuhrte.
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Diese konnte mit einem Rezeptorantagonisten riickgangig gemacht werden (110).
Kyprianou konnte zeigen, dass das Wachstum von Prostatakrebszellen durch einen
a1-Antagonisten aufgrund der Induktion von Apoptose gehemmt werden konnte (84).

Auch ein a2-Rezeptor-Antagonist hatte negative Effekte auf das Pankreaskarzinom-
wachstum durch Apoptoseinduktion. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind
noch unbekannt. Man geht davon aus, dass es durch die Deregulierung der
Signaltransduktionswege zu einer Initiation von Apoptose kommen kann (83). In
einer anderen Studie von Vazquez hemmte der a2-Rezeptorantagonist Yohimbine
die Adenylatzyklase, wodurch es zur Reduktion von cAMP kam und somit die

Proliferation von Brustkrebszellen unterdriickt wurde (111).

Neben der direkten Inhibition der Signalkaskaden durch Substanzen, die die
Rezeptoren blockieren, gibt es noch weitere mdgliche Angriffspunkte, die
entsprechenden Mechanismen zu modulieren. GABA ist der grof3te inhibitorische
Neurotransmitter im ZNS, der die exzitatorischen Effekte der cAMP-Signalkette, die
unter anderem von [(-Adrenorezeptoren stimuliert wird, hemmt. So wurde
beschrieben, dass GABAerge Signale antagonistisch zu der p-adrenergen Kaskade
Uber den an das inhibitorische G-Protein gekoppelten GABA-Rezeptor durch
Abfangen der Adenylatzyklase-Aktivierung agieren und dadurch die proonkogenen
Effekte der B-adrenergen Stimulation neutralisieren kdnnen. Einige Studien konnten
genau dies bei einer Vielzahl von normalen Zelltypen zeigen, namlich dass GABA
und auch GABA-Rezeptor-Agonisten, wie Baclofen, durch Modulation des cAMP-
Signalweges eine inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum haben kénnen (112-
114). Es ware denkbar, dass ein &hnlicher Mechanismus in Karzinomzellen fur die

Herunterregulierung des cAMP-Signalweges durch GABA verantwortlich ist.

In den Studien von Al-Wadei wurde das Potenzial von GABA durch Hemmung der
cAMP-vermittelten Signalwege in Bezug auf die Tumorchemopravention untersucht.
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das tabak-spezifische Nitrosamin
NNK GABA in den Lungen signifikant reduziert war (114). Aul3erdem exprimieren
pulmonale Adenokarzinomzellen, die durch NNK induziert werden, teilweise

geringere Mengen an GABA verglichen mit normalen Aquivalenten (115).

Solch eine Inhibition des B-Adrenorezeptor-Signalweges durch GABA in
Karzinomzellen konnte als potenzielle Unterstlitzung in dem

Chemopraventionsregime eingesetzt werden. Durch die hemmende Wirkung auf die
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Proliferation und Migration von Krebszellen koénnten diese Substanzen als
Adjuvanzien zur Standardkarzinomtherapie eingesetzt werden und damit vorteilhafte
Effekte auf das Uberleben von Tumorpatienten erzielen. Eine regelmaRige Einnahme
von GABA im Sinne eines Erndhrungszusatzes konnte die Inzidenz bei Individuen
mit einem hoheren Risiko flr neoplastische Erkrankungen signifikant reduzieren
(101; 114).

Interessant waren auch Untersuchungen zu Agenzien, die in das Gleichgewicht des
autonomen Nervensystems auf parasympathischer Ebene eingreifen, wie zum
Beispiel Cholinesterase-Inhibitoren. Dadurch  wird eine Erhdéhung des
Acetylcholinspiegels  erreicht.  Acetylcholin, das vom  parasympathischen
Nervensystem freigegeben wird, konnte so den Effekten des sympathischen
Nervensystems entgegenwirken. Die entsprechenden tumorigenen Effekte kdnnten

inhibiert oder geblockt werden.

Auch andere Hormone konnten Effekte bei der Tumorprogression auslésen und
somit neue Therapieanséatze liefern. Es gibt Hinweise bei Lungenkarzinomzelllinien,
dass Glukokortikoide und Katecholamine synergistisch agieren, um das
Tumorwachstum zu férdern (116). AuRerdem ist bekannt, dass Glukokortikoide zu
einer Wirkungsverstarkung und zu einem besseren Ansprechen auf Katecholamine
fuhren (40). Eine genauere Charakterisierung der Tumorzellen ist notig, um die
molekularbiologischen Mechanismen zu verstehen und dieses Wissen therapeutisch

nutzen zu konnen.

Ein anderer Uberlegungsansatz besteht darin, bereits bestehende Therapien zu
erganzen und damit mdoglicherweise zu optimieren. Das Chemotherapeutikum
Gemcitabine gehdrt zur Standard Primarbehandlung fir das fortgeschrittene
Pankreaskarzinom. Es wird in der Praxis haufig eingesetzt, die Therapie ist allerdings
oft enttauschend (117; 118). Nachteilig ist die Chemoresistenz des Tumors und die
auftretenden Nebenwirkungen fir die Patienten (119; 120). Somit ist es unbedingt
erforderlich, neue weniger toxische Stoffe zu finden, die in der Lage sind
Pankreaskarzinomzellen fiir die Chemotherapie sensitiv zu machen. Es gibt Hinweise
darauf, dass NF-KB eine grole Rolle bei der Forderung der Resistenz von
Gemcitabine beim Pankreaskarzinom spielt (121). Somit kbnnten Agenzien, die die
NF-KB-Aktivierung blockieren, die Chemoresistenz der Tumorzellen zu Gemcitabine

reduzieren und in Kombination mit Gemcitabine als neues therapeutisches Regime
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fur die Behandlung des Pankreaskarzinoms genutzt werden. In der Studie von Shan
wurden die Effekte auf die Zellproliferation und Apoptose von ICI 118551, einem
selektiven B2-Rezeptor-Antagonist, in Kombination mit Gemcitabine getestet (122).
IClI 118551 verstarkte die apoptotischen Effekte von Gemcitabine in kultivierten
Pankreaskarzinomzellen und trug zur Gemcitabine-induzierten Zytotoxizitdt und
Apoptose bei (122). Dies kdnnte mit der Suppression der Aktivitdt von NF-KB, der
Herrunterregulierung von Bcl-2 und der Hochregulierung von Bax assoziiert sein. Das
antiapoptotische Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
Chemotherapieresistenz in Krebszellen. Das proapototische Bax, das als Homodimer
existieren kann, ist als Heterodimer mit Bcl-2 in der Lage die mitochondriale
apoptotische Funktion zu beeintrachtigen (123; 124). Das traditionelle Agenz ICI
118551 kodnnte also ein neuer Kandidat fir die chemotherapeutische Behandlung
des Pankreaskarzinoms in Kombination mit Gemcitabine sein, vor allem fur

Patienten, die aufgrund der Diagnose chronischem Stress ausgesetzt sind (122).

Die Studie von Pasquier konnte ebenfalls einen supportiven Effekt bei der
Tumortherapie nachweisen. In den Versuchen konnte Propanolol die anti-
angiogenetische und die antitumorigene Wirkung von Chemotherapien potenzieren
(125).

Ein weiterer relevanter Ansatz ist darin zu sehen, Adrenorezeptoren maoglicherweise
bei der Beurteilung der Prognose heranzuziehen. Die Studie von Chen fand heraus,
dass Patienten mit B2-positiven hepatozellularen Karzinomen eine schlechtere
Prognose hatten als diejenigen mit B2-negativen. p2-positive Tumoren waren mit
signifikant hoheren AFP-Spiegeln, hoherer Tumorlast, ausgepréagterer Gefaldinvasion

und schlechterer Tumorzelldifferenzierung assoziiert (126).

Auf diesem Gebiet gibt es noch viel Forschungsbedarf. Studien, die interessante und
zum Teil eindeutige Hinweise geben, dass hier ein vollig neuer Ansatzpunkt fur
alternative Therapieoptionen aufgedeckt worden ist, sind zumeist in vitro Studien auf
Zellebene oder auch auf tierexperimenteller Ebene. Gerade klinische Studien liefern
noch viele widersprichliche Ergebnisse. Wie oben bereits erortert, gibt es zahlreiche
klinische Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Einnahme von
Adrenorezeptorblockern und einem besseren Krankheitsverlauf der
Tumorerkrankung herstellen konnten. So konnte zum Beispiel auch in der Studie von

Harris ein Zusammenhang zwischen vermindertem Prostatakrebsrisiko mit der
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Einnahme von a-Blockern gezeigt werden (127). Die Studie von Martin konnte diese
Assoziation bei Blasenkrebs nachweisen (128). Es gibt aber auch Studien, die diese
Zusammenhange nicht finden konnten (129-131).

In Zukunft wird vor allem entscheidend sein, die Erkenntnisse der zahlreichen
praklinischen Studien in entsprechenden klinischen Studien zu validieren und zu

erweitern.

Die Identifikation von therapeutisch relevanten Angriffspunkten, wie Signalkaskaden,
kann bei diesen komplexen Tumorerkrankungen ein essenzieller Schritt in Richtung
Chemopravention sein. Neben den Uberlegungen zu neuen medikamentdsen
Optionen missen auch verhaltenstherapeutische und psychotherapeutische Ansétze
in den Vordergrund riicken. Wie bereits zu Beginn erwahnt, ist der soziale Rickhalt
mit niedrigeren Katecholaminspiegel und somit einer langsameren Progression der

Tumorerkrankung assoziiert (51; 52; 56).

In Bezug auf neue Therapiemoglichkeiten gibt es also zahlreiche innovative
Uberlegungen, die iiber verschiedene Wege in das B-adrenerge System bzw. in das
autonome Nervensystem eingreifen und so die Karzinogenese beeinflussen kénnen.
Zusammenfassend gehoren zuerst die B-Blocker als direkter Antagonist der
Adrenorezeptoren in Form eines Monopharmakon oder in Kombination mit
etablierten Therapien dazu. Hinzu kommen GABA als inhibitorischer Gegenspieler,

sowie Acetycholinesterase-Inhibitoren.

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, den Grundstein fir zuklnftige zahlreiche weitere
Forschungsarbeiten zu legen. Sie gibt einen umfangreichen Uberblick lber das
Vorkommen und die Verteilung der relevanten Adrenorezeptoren auf humanen und
murinen Pankreaskarzinomzellen. Erganzend mussen verschiedene Versuche wie
Kompetitionsbindungsversuche mit unterschiedlichen subtypenselektiven Agonisten
und Antagonisten oder auch Inaktivierungsstudien die Auswirkungen auf die
Tumoren evaluieren. Weiterfhrende Untersuchungen missen die Relevanz dieser
Erkenntnisse und ihrer Konsequenzen fir das Therapieregime fir diese und auch

andere solide Tumorerkrankungen klaren.
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6. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine der bdsartigsten Krebserkrankungen des Menschen
und gehort zu den haufigsten Krebstodesursachen. Die heute zur Verfigung
stehenden Therapiemdglichkeiten sind begrenzt und nicht zufriedenstellend. Es ist
umso wichtiger neue und alternative Therapieansatze zu erforschen, um in Zukunft

den Patienten eine bessere Prognose und Praventionsmalinahmen zu ermdglichen.

Generell scheint Stress und die dadurch bedingte Ausschittung von Stresshormonen
eine wichtige Rolle in der Tumorpathogenese zu haben. Es konnte bereits bei
einigen anderen Tumorentitdten gezeigt werden, dass Stress, vermittelt Uber
Katecholamine und die konsekutive Aktivierung von Adrenorezeptoren zu einer
Proliferation, Invasion und Migration von Tumorzellen fihren kann. Ebenso konnte
ein inhibitorischer Effekt auf das Tumorwachstum nach der Behandlung mit
entsprechenden Antagonisten, also Adrenorezeptor-blockierenden Substanzen,
beobachtet werden. Obwohl es diese Erkenntnisse bereits gibt, sind die zu Grunde
liegenden Pathomechanismen auf molekularer und zellularer Ebene nur
unzureichend erforscht. Ein Verstandnis gerade dieser Pathomechanismen bildet

jedoch die Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapieoptionen.

Die vorliegende Arbeit charakterisiert murine und humane Pankreaskarzinomzellen
auf zellularer Ebene bezlglich des Vorhandenseins von Adrenorezeptoren. Die
verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien wurden mit drei unterschiedlichen
wissenschaftlich  etablierten Methoden auf die Genexpression und das
Vorhandensein der Rezeptoren untersucht. Zunachst wurde mittels des Real-Time-
PCR-Verfahrens die Genexpression der Rezeptoren auf den Zellen ermittelt und
quantifiziert. Im folgenden Schritt wurden die Adrenorezeptoren aulierdem auf
Proteinebene mit Hilfe der Western Blot-Methode auf den Tumorzellen dargestellt.
AbschlieRend konnten die Rezeptorproteine in der Immunfluoreszenzfarbung

nachgewiesen und so veranschaulicht werden.

Die Arbeit konnte zeigen, dass sowohl a- als auch B-Rezeptoren bei den murinen
und den humanen Karzinomzelllinien exprimiert werden. Zum Teil konnten
Unterschiede beziglich des Vorhandenseins der Subtypen der Adrenorezeptoren

ausgemacht werden. Der [(1-Adrenorezeptor wurde nur bei den humanen
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Karzinomzelllinien MiaPaCa-2 und BXPC-3 nachgewiesen, wohingegen der [32-
Rezeptor bei allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden konnte. Die
Expression des a1b-Adrenorezeptor wurde bei den murinen Zelllinien 6606PDA,
6606liver und DT7265 und der humanen Zelllinie BXPC-3 nachgewiesen. Der a1d-
Rezeptor wurde nur bei murinen Zelllinien, d.h. bei 6606PDA, 6606liver, TD1, TD2,
DT7265 gefunden. Die Expression des a2a-Adrenorezeptors wurde mit Ausnahme
der humanen  Zelllinier BXPC-3 bei allen anderen untersuchten
Pankreaskarzinomzelllinien nachgewiesen werden, wohingegen der a2b-
Adrenorezeptor nur bei den humanen Zelllinien nachgewiesen werden konnte.
Welche Bedeutung diesen Unterschieden in Qualitat und Quantitat zukommt, bleibt
weiterhin offen. Sicher ist, dass jede der Pankreaskarzinomzelllinien mit
Stressrezeptoren ausgestattet ist. Welche Funktion sie haben und wie groR3 ihre
Bedeutung fir die Tumorpathogenese ist, muss in weiteren Studien untersucht
werden. Mdglicherweise kdnnten die Adrenorezeptoren der Pankreastumorzellen als

Angriffspunkt neuer Therapien dienen.
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