
Aus der Klinik und Poliklinik für Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Thorax- und 

Gefäßchirurgie   

der Universitätsmedizin der  

Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald  

 

Direktor: Herr Prof. Dr. med. Claus-Dieter Heidecke 

 

 

 

Der Einfluss von Stresshormonen auf die TGF-β 
Expression des Pankreaskarzinoms 

 
 
 

Inauguraldissertation  

 

zur Erlangung des akademischen Grades  

eines Doktors der Medizin 

der Universitätsmedizin der  

Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald 

 
 
 

2016 
 
 
 

vorgelegt von: 

 

Eric Lorenz 

geboren am 30.01.1986 

in Brandenburg an der Havel 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:    Herr Prof. Dr. rer. nat. Max Peter Baur 

1. Gutachter:   Herr Prof. Dr. med. Wolfram von Bernstorff 

2. Gutachter:   Herr PD Dr. med. Jörg Herold 

Tag der Disputation: 10.11.2016 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

gewidmet meiner Familie und der Frau meines Lebens 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
  Inhaltsverzeichnis 

Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung ............................................................................................................. 1 

1.1 Das Pankreaskarzinom ................................................................................. 1 

1.1.1 Epidemiologie ......................................................................................... 1 

1.1.2 Äthiopathogenese und Risikofaktoren .................................................... 2 

1.1.3 Klinik ....................................................................................................... 2 

1.1.4 Diagnostik ............................................................................................... 3 

1.1.5 Klassifikation und Stadien ....................................................................... 4 

1.1.6 Therapie und Prognose .......................................................................... 6 

1.2 Tumorpathologie des Pankreaskarzinoms .................................................... 8 

1.2.1 Karzinogenese und Tumorstroma ........................................................... 8 

1.2.2 Metastasierung ....................................................................................... 9 

1.2.3 Angioneogenese ................................................................................... 10 

1.2.4 Immunsystem ........................................................................................ 11 

1.3 Transforming Growth Factor β Superfamilie ................................................ 12 

1.3.1 TGF-β ................................................................................................... 12 

1.3.2 TGF-β Signalkaskade ........................................................................... 13 

1.3.3 TGF-β in der Karzinogenese ................................................................. 16 

1.3.4 TGF-β im Pankreaskarzinom ................................................................ 17 

1.4 Stress und Stresshormone in der Karzinogenese ....................................... 18 

1.4.1 Interaktion Stresshormone und TGF-β .................................................. 19 

2 Zielsetzung ......................................................................................................... 21 

3 Material und Methoden ...................................................................................... 22 

3.1 Materialien ................................................................................................... 22 

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien ............................................................... 22 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien .......................................................................... 22 

 
 



 
Inhaltsverzeichnis 

3.1.3 Geräte ................................................................................................... 23 

3.1.4 Software ................................................................................................ 24 

3.1.5 Puffer, Lösungen und Suspensionen .................................................... 24 

3.1.5 Zelllinie und Kulturmedien ..................................................................... 26 

3.1.6 Tierstamm ............................................................................................. 26 

3.1.7 Antikörper, ELISA und Proliferationskits ............................................... 26 

3.2 Methoden..................................................................................................... 27 

3.2.1 Zellkultur ............................................................................................... 27 

3.2.2 ELISA-Test............................................................................................ 30 

3.2.3 BrdU Proliferationsassay....................................................................... 31 

3.2.4 Stressinduktion im Modell eines murinen Pankreaskarzinoms ............. 33 

3.2.5 Immunhistochemie ................................................................................ 37 

3.2.6 Statistische Analysen ............................................................................ 40 

4 Ergebnisse ......................................................................................................... 41 

4.1 Einfluss von Sympathomimetika auf die TGF-β1 Sekretion in vitro ............. 42 

4.1.1 TGF-β1 Sekretion nach Stimulation mit Norepinephrin ......................... 42 

4.1.2 TGF-β1 Sekretion nach Stimulation mit Isoproterenol .......................... 47 

4.2 Einfluss von Sympathomimetika auf die Proliferation in vitro....................... 52 

4.3 TGF-β1 im Serum von Versuchstieren mit orthotopem Pankreaskarzinom im 

psychischen Stressmodell ..................................................................................... 55 

4.4 TGF-β im Tumorgewebe von Versuchstieren mit orthotopem 

Pankreaskarzinom im psychischen Stressmodell .................................................. 56 

5 Diskussion .......................................................................................................... 59 

6 Zusammenfassung............................................................................................. 74 

7 Literaturverzeichnis ............................................................................................ 76 

8 Abkürzungsverzeichnis ...................................................................................... 91 

9 Abbildungsverzeichnis ....................................................................................... 93 

10 Tabellenverzeichnis ........................................................................................... 94 



 
  Inhaltsverzeichnis 

11 Eidesstattliche Erklärung .................................................................................... 95 

12 Danksagung ....................................................................................................... 96 

 

 
 
 

 
 



 
Einleitung 

1 Einleitung 

Tumoren lassen sich anhand ihrer Dignität und den damit verbundenen 

Eigenschaften einteilen. Die benigne Gewebsvermehrung zeichnet sich in erster 

Linie durch ein langsames Wachstum von gut differenziertem, homogenem Gewebe 

aus. Dabei ist eine Abgrenzung zum umliegenden Gewebe meist problemlos 

möglich. Im Gegensatz dazu ist die maligne Gewebsneubildung charakterisiert durch 

einen geringeren Differenzierungsgrad und ein schnelles, invasiv-destruierendes 

Wachstum. Ein Kennzeichen ist die Möglichkeit der Ausbildung von Metastasen. 

Außerdem neigen sie vermehrt zu Rezidiven nach vermeintlich erfolgreicher 

Therapie. 

 

Im Jahr 2010 betrug die Inzidenz von Krebserkrankungen in Deutschland insgesamt 

477.300. Hierbei betrug die Inzidenz bei Männern 252.390 und bei Frauen 224.910. 

Die häufigste maligne Neoplasie bei Männern ist das Prostatakarzinom mit einem 

Anteil von 26.1 % gefolgt von pulmonalen (13.9 %) und kolorektalen Karzinomen 

(13.4 %). Bei den Frauen belegt das Mammakarzinom mit einem Anteil von 31.3 % 

den ersten Platz gefolgt von kolorektalen (12.7 %) und pulmonalen Karzinomen (7,6 

%) [1]. 

 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms in Deutschland wurde 2010 mit ungefähr 

16.000 angegeben. Frauen und Männer sind hierbei in etwa gleichhäufig betroffen. 

Das Pankreaskarzinom steht mit insgesamt rund 3,4 % aller neu diagnostizierten 

Krebserkrankungen in Deutschland an 10. (Männer) bzw. 6. Stelle (Frauen). Das 

mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70 (Männer) bzw. 74 Jahren (Frauen). Das 

Lebenszeitrisiko beträgt etwa 1,6 %. Die jährliche Mortalität der 

Pankreaskarzinompatienten relativ zu allen Krebstodesfällen liegt innerhalb beider 

Geschlechtsgruppen im Durchschnitt bei 7,2 % und somit an 4. Stelle. Die 

Erkrankung hat eine sehr schlechte Prognose. Die durchschnittliche 5-
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Jahresüberlebensrate liegt in Deutschland bei durchschnittlich 7 % [1]. Ursache 

hierfür ist der in den meisten Fällen bereits fortgeschrittene Krankheitsprozess bei 

Diagnose. Die späte klinische Manifestation der Erkrankung verhindert oft die 

kurative Resektion des Primärtumors. Trotz intensiver Forschung mangelt es an 

validen Tumormarkern und erfolgreichen Behandlungsstrategien, die ein 

langfristiges, krankheitsfreies Überleben ermöglichen [2]. 

 

1.1.2 Äthiopathogenese und Risikofaktoren 

Das Pankreaskarzinom ist nach heutigem Wissensstand in der Regel multifaktoriell 

bedingt, wobei die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit zunehmendem Alter ansteigt 

[3]. Entgegen den Zahlen aus Deutschland erkranken weltweit Männer häufiger als 

Frauen, wobei die Ursachen hierfür noch nicht geklärt sind. Ein niedriger 

sozioökonomischer Status geht, auch in Abhängigkeit von der Ethnie, mit einem 

erhöhten relativen Risiko von 80% bis 170% einher. Eine ungesunde Lebensweise 

einschließlich Rauchen, übermäßigem Alkoholkonsum, Übergewicht, Diabetes 

mellitus Typ 2 und geringer körperlicher Aktivität erhöht das Risiko zusätzlich. Als 

gesichert gilt, dass chronisch rezidivierende Pankreatitiden mit einer 6-fachen 

Erhöhung des Erkrankungsrisikos einhergehen. Zusätzlich wurden chronische 

Infektionen mit Hepatitis B und C, sowie mit Helicobacter pylori  in Studien als 

potentielle Risikofaktoren identifiziert. Neben den individuellen Faktoren haben in bis 

zu 10 % der Fälle genetische Faktoren eine äthiologische Bedeutung. Hierbei spielen 

hereditäre Tumorerkrankungen (z.B. Peutz-Jeghers Syndrom, familiäre 

adenomatöse Polyposis - FAP, familiäres Mamma- und Ovarialkarzinom, Li-

Fraumeni Syndrom), hereditäre Pankreatitiden und die zystische Fibrose eine 

zentrale Rolle [4]. Bartsch et al. konnten zeigen, dass bis zu 3,5 % aller 

Pankreaskarzinome eine hereditäre Ätiologie besitzen [5].  

 

1.1.3 Klinik 

Das Pankreaskarzinom verursacht in frühen Stadien keine bzw. nur unspezifische 

Symptome und bleibt deswegen lange Zeit klinisch inapparent. Etwa 15 % der 

Patienten mit einem Pankreaskarzinom klagten, retrospektiv analysiert, bereits 

Monate vor Erstdiagnose über unspezifische Symptome wie Kraftlosigkeit, 
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Inappetenz, Sättigungsgefühl oder plötzliche Abneigung gegen Wein, Kaffee oder 

Zigaretten [6]. 50% der Patienten stellen sich in fortgeschrittenen Stadien mit 

mindestens einem der drei folgenden Symptome vor: abdominelle Schmerzen, 

Ikterus und/oder Gewichtsverlust. Hierbei ist eine Raumforderung des 

Pankreaskopfes häufig mit einem Sklerenikterus assoziiert. Tumoren des Korpus 

bzw. des Schwanzes gehen eher mit unspezifischen Symptomen wie 

Bauchschmerzen einher. Bis zu 10 % der Patienten präsentieren sich initial nur mit 

einem neu aufgetretenen Diabetes mellitus. Eine Pankreatitis kann bei fehlendem 

Hinweis auf Gallensteine oder einen Alkoholabusus ein erster Hinweis auf ein, vom 

Pankreas ausgehendes  Carcinoma in situ oder ein okkultes Pankreaskarzinom sein 

[7]. 

 

1.1.4 Diagnostik 

Zunächst sollte eine sorgfältige Patientenanamnese einschließlich der aktuellen 

Symptomatik, der relevanten Risikofaktoren und der familiären Vorbelastung, 

erfolgen. In der klinischen Untersuchung fällt häufig der bereits erwähnte Ikterus auf. 

Bei der Untersuchung des Abdomens sollte insbesondere auf das Vorhandensein 

des Courvoisier-Zeichens geachtet werden. Hierbei lässt sich, als etwaige Folge 

eines Verschlusses des Ductus choledochus eine schmerzlose, vergrößerte 

Gallenblase tasten. Dieses Zeichen ist zwar relativ unspezifisch und wenig sensitiv in 

Bezug auf ein Pankreaskopfkarzinom. Erhöhte Cholestaseparameter (gesamtes bzw. 

direktes Bilirubin, alkalische Phosphatase, Gamma-Glutamyltransferase – γ-GT) 

erhärten den Verdacht. Diese sind jedoch nicht spezifisch für das Pankreaskarzinom. 

Für die Diagnosestellung bzw. Diagnosesicherung sind apparative Verfahren 

notwendig. Im ersten Schritt werden ultraschallgestützte Verfahren wie die 

transabdominelle Sonographie und der endoskopische Ultraschall (EUS) 

durchgeführt. Diese Verfahren sind relativ kostengünstig, schnell verfügbar und 

haben ein vorteilhaftes Verhältnis von Sensitivität zu Spezifität. Allerdings ist die 

diagnostische Sicherheit dieser Verfahren stark abhängig vom Untersucher und den 

Ultraschallbedingungen des Patienten. Als Alternative kann auch eine sogenannte 

„One-stop-shop“ Magnetresonanztomographie (MRT), bestehend aus abdomineller 

MRT, Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP) und 

Magnetresonanzangiographie (MRA) durchgeführt werden. Eine endoskopisch 
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retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) kann in manchen Fällen sinnvoll 

sein. Die größte Bedeutung für das klinische Staging hat allerdings die nichtinvasive 

Spiral-Computertomographie (Spiral-CT). Mit einer Sensitivität von 98% ist sie das 

Verfahren der Wahl zur Beurteilung der lokalen Ausbreitung des Primärherdes und 

der Detektion eventuell vorhandener Fernmetastasen [8]. Bei hochgradigem 

Verdacht und negativer oder nicht eindeutiger Spiral-CT gibt es die Möglichkeit der 

EUS-gestützten Feinnadelpunktion oder einer Punktion im Rahmen der ERCP. 

Spezialuntersuchungen, wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), bei 

Bedarf in Kombination mit 18F-Fluordesoxyglukose (FDG), werden nur in Einzelfällen 

durchgeführt. Diese Verfahren erhöhen die diagnostische Sensitivität beim Nachweis 

von Fern- und Peritonealmetastasen. Zusätzlich erleichtern sie die Differenzierung 

zwischen Rezidiven und postoperativ-reaktiven bzw. entzündlichen Veränderungen 

[9]. Bei Verdacht auf eine hereditäre Genese kann eine molekulargenetische 

Diagnostik durchgeführt werden. Für die postoperative Verlaufskontrolle bzw. 

Prognoseeinschätzung eignen sich die Tumormarker Carboanhydrat-Antigen 19-9 

(CA 19-9) und karzinoembryonales Antigen (CEA). Postoperativ sollten diese, 

verglichen mit präoperativen Werten, abfallen. Im Falle eines Rezidivs würde es zu 

einem erneuten Anstieg kommen. Die Marker sind allerdings nicht spezifisch für das 

Pankreaskarzinom. Dementsprechend eignen sie sich nicht als Screening- oder 

Diagnoseparameter [10]. 

 

1.1.5 Klassifikation und Stadien 

Die Tumorklassifikation und die Stadieneinteilung exokriner Pankreaskarzinome 

erfolgt entsprechend den Empfehlungen der „Union internationale contre le cancer“ 

(UICC) von 2009. Diese Einteilungen sind relevant für die Diagnostik, Therapie, 

Prognoseeinschätzung und Verlaufskontrolle bei Pankreaskarzinompatienten. 

 

 
Tab. 1: TNM-Klassifikation nach UICC (7. Auflage; 2009) 

T-Klassifikation (Primärtumor) 

TX Tumor nicht beurteilbar 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor 
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Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor begrenzt auf Pankreas, 2cm oder weniger in größter Ausdehnung 

T2 Tumor begrenzt auf Pankreas, mehr als 2cm in größter Ausdehnung 

T3 Tumor überschreitet Organgrenzen des Pankreas mit Infiltration von 

umliegenden Organen (bspw. Duodenum, Milz, Magen, Niere) jedoch 

ohne Infiltration des Truncus coeliacus oder der Arteria mesenterica 

superior 

T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus oder Arteria mesenterica superior 

N-Klassifikation (regionäre Lymphknoten) 

NX Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 Regionäre Lymphknotenmetastasen 

M-Klassifikation (Fernmetastasen) 

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 

 

 
Tab. 2: Stadieneinteilung nach UICC (7. Auflage; 2009) 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 N0 M0 

Stadium IIA T3 N0 M0 

Stadium IIB T1-T3 N1 M0 

Stadium III T4 Jedes N M0 

Stadium IV Jedes T Jedes N M1 
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1.1.6 Therapie und Prognose 

In Deutschland beträgt die durchschnittliche 5-Jahres-Überlebensrate der 

Pankreaskarzinompatienten ca. 7 %. Nur bei ca. 20% der Patienten mit einem 

Pankreaskarzinom besteht bei Erstdiagnose durch chirurgische Resektion die 

Möglichkeit eines potentiell kurativen Therapieansatzes [11, 12]. Trotz aller 

Bemühungen liegt der Anteil der R0-Resektionen bei nur ungefähr 40 – 80 % [13-15]. 

Das postoperative mediane Überleben der Patienten mit duktalem Adenokarzinom 

liegt bei 19 (R0-Resektion) bzw. 14 Monaten bei R1-Resektion [15]. Die 

postoperative 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei 10-20% [16, 17]. Neben dem 

initialen Staging und dem postoperativen Resektionsstatus, scheint der 

Lymphknotenstatus einer der wichtigsten Prognosefaktoren zu sein [18]. Ungefähr 80 

% der Patienten zeigen bei Erstdiagnose bereits lokale Lymphknotenmetastasen 

(27%) bzw. Organmetastasen/peritoneale Metastasen (53%) [19]. Bei vorliegenden 

Fernmetastasen (Peritonealkarzinose, Lymphknotenmetastasen, Organmetastasen) 

wird eine Resektion des Primärtumors laut AWMF-S3-Leitlinie zum 

Pankreaskarzinom (Version 1.0, Oktober 2013, AWMF-Registernummer: 032/010OL) 

mit einem Evidenzgrad B aktuell nicht empfohlen. In verschiedenen Studien konnte 

jedoch gezeigt werden, dass auch bei bereits erfolgter Fernmetastasierung eine 

Resektion des Primärtumors inklusive der Fernmetastasen gleichwertige 

Überlebensraten verglichen mit M0-Tumoren ermöglichen kann [20-22]. 

Diesbezüglich scheinen jedoch weitere Daten zur genaueren Differenzierung der 

Lokalisation der Metastasen notwendig zu sein, um eine individuell auf den Patienten 

angepasste Therapie zu ermöglichen. Es gibt Hinweise darauf, dass grenzwertig 

resektable Tumoren (borderline Tumoren), bei denen eine vaskuläre (insbesondere 

venöse) Beteiligung vorhanden ist, durch eine neoadjuvante Chemotherapie im 

Verlauf resektabel werden [23, 24]. Tumoren der TNM-Klasse T4 mit Infiltration der 

Arteria mesenterica superior und der Arteria hepatica propria stellen heutzutage 

keine absolute Kontraindikation für eine Resektion dar [25-27]. Hierbei ist jedoch das 

Ausmaß der Infiltration entscheidend. Bei noch nicht ausreichenden prospektiven 

Überlebensdaten positioniert sich die aktuelle S3-Leitlinie zum Pankreaskarzinom in 

diesem Fall jedoch aktuell zurückhaltend bezüglich einer Resektion des 

Primärherdes. Das Ziel der kurativen Operation ist die vollständige Entfernung des 

Tumors im Gesunden mit histopathologisch negativen Schnitträndern (R0-
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Resektion). Das operative Verfahren der Wahl bei der Therapie des 

Pankreaskopfkarzinoms ist die partielle Pankreatoduodenektomie. Hierbei wird die 

klassische (nach Kausch-Whipple) von der pyloruserhaltenden (nach Traverso-

Longmire) Operation unterschieden [28]. Meta-Analysen haben gezeigt, dass beide 

Verfahren keine signifikanten Unterschiede bezüglich der postoperativen Morbidität 

und Mortalität oder des Gesamtüberlebens aufwiesen [29]. In Studien konnte jedoch 

nachgewiesen werden, dass die pyloruserhaltende Operationstechnik mit einer 

geringeren Operationszeit und Blutverlust einhergeht. Jedoch ist hierbei der Anteil 

der Patienten mit einer postoperativen Magenatonie erhöht [30]. Bei den deutlich 

seltener auftretenden Tumoren des Pankreaskörpers bzw. des Pankreasschwanzes 

kann eine Pankreasteil- bzw. Pankreaslinksresektion durchgeführt werden. Nach 

Diagnose besonders großer Tumoren, intraduktal papillär-muzinöser Neoplasien 

(IPMN) oder bei multifokalem Befall kann eine totale Pankreatektomie erfolgen [31]. 

Bei Infiltration von venösen Gefäßen kann eine erweiterte Resektion und 

Rekonstruktion der entsprechenden Gefäße erfolgen [32]. In fortgeschrittenen 

Tumorstadien mit Befall umliegender Organe kann eine multiviszerale Resektion in 

Betracht gezogen werden [33, 34]. Die postoperative Mortalität schwankt insgesamt 

zwischen 2,9 und 10,6 %, wobei hier eine direkte Korrelation mit der Fallzahl der 

Krankenhäuser zu bestehen scheint [35-37]. Neoadjuvante Therapieansätze mittels 

Chemo-, Radio-, oder kombinierter Radio-Chemotherapie, erfolgen aktuell nur im 

Rahmen von Studien. Eine adjuvante 6-monatige Chemotherapie mit 5-Fluoruracil 

(5-FU) oder Gemcitabine bei R0-und bei R1-resezierten Patienten führte zu einem 

deutlich besseren Überleben. Entsprechend der CONKO-001 Studie konnte die 

postoperative 5-Jahres-Überlebensrate nach R0-Resektion mit rund 10 % durch eine 

adjuvante, 6-monatige Chemotherapie mit Gemcitabine auf rund 20 % verdoppelt 

werden. Gemcitabine und 5-FU scheinen dabei ähnlich wirksam zu sein [38-40]. 

Entsprechende Änderungen der Leitlinien wurden bereits vorgenommen. Eine 

adjuvante Radiotherapie wird aktuell außerhalb von Studien nicht durchgeführt. In 

der palliativen Situation ist eine kurative Resektion aufgrund der Metastasierung oder 

des fortgeschrittenen Tumorstadiums nicht mehr möglich. Bei tumorbedingter 

Kompression des Ductus choledochus oder des Duodenums kann die ERCP-

gestützte Einlage eines Stents erfolgen, um den Abfluss bzw. die Passage wieder zu 

ermöglichen [41]. Die Alternative hierzu besteht in einer palliativen Operation [42]. 

Eine palliative Chemotherapie mit Gemcitabine, auch in Kombination mit dem 
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Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib, kann das Überleben der Patienten verbessern [43-

45]. Weitere supportive Maßnahmen sind die Bestrahlung und die medikamentöse 

Therapie bei tumorbedingten Schmerzen. Krankengymnastik und 

psychoonkologische Betreuung haben ebenfalls einen hohen Stellenwert im Rahmen 

der palliativen Betreuung der Patienten [46]. 

 

1.2 Tumorpathologie des Pankreaskarzinoms 

1.2.1 Karzinogenese und Tumorstroma 

In bis zu 95% der Fälle handelt es sich um ein duktales Pankreasadenokarzinom 

(DPAC) der epithelialen Ausführungsgänge der exokrinen Bauchspeicheldrüse. Etwa 

70% der Pankreaskarzinome entstehen im Kopf, 20% im Körper und 5-10% im 

Schwanz des Pankreas [47]. Das DPAC lässt sich histologisch in tubuläre, muzinöse, 

adenosquamöse, klarzellige, gemischtzellige und Siegelringkarzinome einteilen. In 

den restlichen Fällen handelt es sich um Azinuszell- oder undifferenzierte Karzinome 

sowie Sarkome [48]. Das Pankreaskarzinom hat seinen Ursprung wahrscheinlich in 

nicht-invasiven Vorläuferläsionen. Zu diesen Läsionen gehören die pankreatische 

intraepitheliale Neoplasie (PanIN), die intraaduktale papillär-muzinöse Neoplasie 

(IPMN) und die muzinös-zystische Neoplasie (MCN) [49]. Die PanIN ist die am 

häufigsten auftretende und am längsten untersuchte Vorläuferläsion [50]. Man 

unterscheidet anhand der Morphologie und Molekulargenetik die gut differenzierten 

(low-grade) PanIN-1a, PanIN-1b und PanIN-2 Läsionen von den schlecht 

differenzierten (high-grade) PanIN-3 Läsionen [51]. In einer Modellvorstellung geht 

man davon aus, dass lokal begrenzte PanIN-1 Läsionen durch Akkumulation 

zusätzlicher Mutationen über PanIN-2 und PanIN-3 Läsionen in ein invasives 

Adenokarzinom übergehen können [52]. Neben dem eigentlichen Primärherd spielt 

die ausgeprägte desmoplastische Reaktion des umliegenden Bindegewebes eine 

wichtige Rolle in der Pathophysiologie des Pankreaskarzinoms. Die desmoplastische 

Reaktion ist durch die Ablagerung verschiedener Proteine wie Kollagen oder 

Fibronectin innerhalb des Tumors bzw. der Extrazellulärmatrix (ECM) charakterisiert. 

Die Sekretion und Ablagerung dieser Substanzen wird hauptsächlich verursacht 

durch aktivierte, Pankreas-assoziierte Fibroblasten bzw. sogenannte pankreatische 

Stammzellen (PSC) [53]. Durch die Zellen und Zytokine  des Tumormikromilieus 
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werden Entzündungszellen wie Makrophagen und Lymphozyten rekrutiert. Es kommt 

zur Infiltration des Tumormikromilieus. Hier sind die Zellen in der Lage, Fibroblasten 

bzw. PSC’s zu aktivieren und somit die desmoplastische Reaktion in einem 

gegenseitigen Wechselspiel zu unterhalten [54]. Die PSC’s sind in der Lage, über die 

Sekretion von vaskulär-endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF) und Matrix-

Metalloproteasen (MMPs) die Angioneogenese und die Metastasierung des 

Pankreaskarzinoms zu begünstigen [55]. Durch eine Aktivierung unterstützen 

tumorassoziierte Fibroblasten über die Sekretion von Fibroblasten-aktivierendem 

Protein (FAP) das invasive Tumorwachstum von Pankreaskarzinomzellen [56]. Bei 

Patienten mit einem DPAC konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine höhere 

Konzentration von glattmuskulärem α-Aktin (α-smooth muscle actin - α-SMA), als 

Zeichen der Aktivierung von PSC’s, mit einem schlechteren medianen Überleben 

einhergeht [57]. Das komplexe Wechselspiel zwischen dem Tumorstroma und dem 

Tumor selbst scheint ein wichtiger Bestandteil des Tumorprozesses zu sein. Hierbei 

spielen der Aktivitätsstatus verschiedener Zellpopulationen und das Zytokinprofil des 

Mikromilieus eine entscheidende Rolle [58]. 

 

1.2.2 Metastasierung 

Bei etwa 80% der Patienten liegt zum Zeitpunkt der initialen Diagnose bereits eine 

lymphogene bzw. hämatogene Metastasierung vor. Die hämatogene Metastasierung 

des Pankreaskarzinoms erfolgt typischerweise in Leber, Lunge und Peritoneum. Im 

Rahmen des Metastasierungsprozesses kommt es zunächst zu einem Verlust der 

Zell-Zell Adhäsion. Die Tumorzellen können somit die Basalmembran durchbrechen 

(Invasion) und sich innerhalb des peripankreatischen und perineuralen Gewebes 

fortbewegen (Migration). Zusätzlich können die Zellen in das Lymph- und 

Blutgefäßsystem eindringen (Intravasation). Die Tumorzellen verteilen sich mit dem  

Blutstrom und können das Gefäßsystem in entsprechenden Zielgeweben wieder 

verlassen (Extravasation). Aus den hämatogen gestreuten Karzinomzellen können 

somit Metastasen hervorgehen [59, 60]. Für den Metastasierungsprozess sind die 

Vorgänge der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) und Mesenchymal-

epithelialen Transition (MET) essentiell. Während der EMT ändert sich der epitheliale 

Phänotyp der Zelle zugunsten eines mesenchymalen Phänotyps. Es kommt zu 

Veränderungen des Expressionsprofils von Zelladhäsionsproteinen (bspw. E-
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Cadherin, N-Cadherin, Fibronektin und Integrine) Zytoskelettproteinen (bspw. 

Vimentin) oder Enzymen (bspw. Matrixmetalloproteinasen), wodurch die Zellen ihre 

Zell-Zell-Kontakte und somit ihre Adhärenz verlieren [59]. Man unterscheidet 3 

verschiedene Arten der EMT. Typ 1 erfolgt physiologisch im Rahmen der 

Organogenese und Zelldifferenzierung. Typ 2 erfolgt im Rahmen traumatischer oder 

entzündlicher Prozesse und endet in lokaler Wundheilung bzw. Organfibrose. Typ 3 

findet in neoplastischen bzw. Tumorzellen statt. Im Verlauf der EMT Typ 3 ist die 

Zelle in der Lage, Gefäße zu infiltrieren und zu metastasieren. Nach Austritt aus dem 

Gefäßsystem in das Zielgewebe muss für die Entstehung von Metastasen der 

Vorgang der EMT in den Tumorzellen mittels MET wieder umgekehrt werden [61]. 

EMT und MET werden durch eine Vielzahl komplex miteinander interagierender 

Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Signalkaskaden gesteuert [59]. 

 

1.2.3 Angioneogenese 

Eine wichtige Voraussetzung für das kontinuierliche Tumorwachstum ist eine 

adäquat adaptierte Angioneogenese innerhalb des Tumors und umliegenden 

Tumorstromas. Die neu entstandenen Gefäße gewährleisten nicht nur die 

Versorgung der Tumorzellen mit Sauerstoff und Nährstoffen, sondern sie 

transportieren zusätzlich toxische Stoffwechselendprodukte ab und dienen als 

Ausgangspunkt für die hämatogene Metastasierung. Gleichzeitig stellen sie die 

Grundlage für die Rekrutierung verschiedener Zellen in das Tumormikromilieu dar. 

Einer der stärksten physiologischen Stimuli der Angioneogenese ist der hypoxische 

Zustand. Hierdurch kommt es in Effektorzellen (z.B. in Endothelzellen, glatten 

Muskelzellen, Fibroblasten, Leukozyten), über Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIFs), 

zu einer vermehrten Expression von proangiogenetischen Wachstumsfaktoren. 

Antiangiogenetische Wachstumsfaktoren wie Angiostatin, Endostatin und Tissue 

inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), hemmen die Angioneogenese [62]. In 

einem komplexen Zusammenspiel werden Effektorzellen durch proangiogenetische 

Wachstumsfaktoren zum Ort der Angioneogenese gelockt, um ihrerseits pro- und 

antiangiogenetische Wachstumsfaktoren zu sezernieren [63]. Aufgrund einer 

heterogenen Angioneogenese und Perfusion gibt es innerhalb der 

Pankreaskarzinome stark hypoxische Bereiche [64]. Durch Messungen der 

Gefäßdichte, als Marker der Angioneogenese des Pankreaskarzinoms, konnte 
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gezeigt werden, dass es in der Peripherie der Tumoren eine erhöhte Gefäßdichte zu 

geben scheint, verglichen mit dem Zentrum [65]. Hierbei korrelierten eine höhere 

Gefäßdichte und eine ausgeprägte Hypoxie positiv mit einem stärkeren 

Tumorwachstum, erhöhter Metastasierungstendenz und geringerem 

Differenzierungsgrad der Pankreaskarzinome [65-67]. Sowohl die 

Pankreaskarzinomzellen, als auch die umliegenden Stromazellen tragen über eine 

Expression von proangiogenetischen Faktoren (bspw. VEGF, FGF, IGF, PDGF, 

TGF-β) und deren entsprechenden Rezeptoren zu einer erhöhten Gefäßdichte, 

einem beschleunigten Tumorwachstum und einem verringerten medianen Überleben 

bei [68, 69]. 

 

1.2.4 Immunsystem 

Das Immunsystem spielt eine wichtige Rolle bei der Progression des 

Pankreaskarzinoms. Aufgrund einer mutationsbedingten, abnormen Genexpression 

sind Tumorzellen grundsätzlich immunogen und können durch B- und T-Zellen 

erkannt werden [70, 71]. Im Knochenmark und Blut von Patienten mit einem 

Pankreaskarzinom konnten hohe Konzentrationen von reaktiven T-Zellen 

nachgewiesen werden [72]. Es konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem mit 

seinen zellulären und hormonellen Bestandteilen (bspw. Lymphozyten und 

Interferonen) eine tumorsuppressive Funktion besitzt [73-75]. Eine erhöhte 

Konzentration von T-Lymphozyten innerhalb des Tumorgewebes korrelierte mit 

einem verbesserten Überleben [76-78]. Paradoxerweise gibt es Zellen des 

Immunsystems, die nicht tumorsuppressiv wirken, sondern die Karzinogenese 

begünstigen. Hierzu gehören Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs), B-Zellen, 

regulatorische T-Zellen (Tregs) und vom Knochenmark stammende 

Suppressorzellen (Myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) [79-82]. 

Gewebsmakrophagen können sich in M1-Makrophagen (klassische Aktivierung 

durch Interferon-γ) oder M2-Makrophagen (alternative Aktivierung durch andere 

Zytokine) differenzieren. Durch die Sekretion spezifischer Zytokine aktivieren M1 

Makrophagen das Immunsystem, während M2-Makrophagen das Immunsystem 

unterdrücken [83]. Man geht davon aus, dass in der entzündlichen Anfangsphase der 

Karzinogenese besonders viele M1-Makrophagen im Gewebe präsent sind. Diese 

Makrophagen differenzieren sich Im Verlauf des Tumorwachstums hin zu den 
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immunsuppressiven M2-Makrophagen. Diese TAMs fördern unter anderem über die 

Sekretion von VEGF die Angiogenese [84]. Die Metastasierung wird über die 

Sekretion von MMPs und den damit verbundenen Umbau der Extrazellulärmatrix, 

sowie der Unterstützung der epithelial-mesenchymalen Transition gefördert [85-87]. 

Zusätzlich wirken TAMs über die Hemmung von T-Zell-Funktionen immunsuppressiv 

[88]. Gewebsuntersuchungen in Patienten mit einem Pankreaskarzinom zeigten 

deutlich höhere Konzentrationen von M2-Makrophagen verglichen mit Patienten, die 

an einer chronischen Pankreatitis litten. Die Anzahl der Makrophagen war direkt mit 

der Tumorgröße, der Rate an Lebermetastasierung, Lokalrezidiven und dem 

absoluten Überleben assoziiert [89, 90]. Somit scheint der Schritt der 

Umdifferenzierung dieser beiden Subtypen von Bedeutung für das 

Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms zu sein. TGF-β wird hierbei eine 

entscheidende Rolle zugeschrieben [91]. 

 

 

1.3 Transforming Growth Factor β Superfamilie 

Die Transforming growth factor beta (TGF-β) Superfamilie ist eine Gruppe von mehr 

als 30 multifunktionellen Proteinen, die eine ähnliche Struktur aufweisen. Als 

Rezeptorliganden sind sie über die Aktivierung von Signalkaskaden und 

Transkriptionsfaktoren an einer Vielzahl von zellulären Vorgängen beteiligt. Hierzu 

zählen Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Adhärenz und Motilität 

[92]. Der bekannteste Vertreter dieser Superfamilie ist TGF-β. Weitere Vertreter sind 

knochenmorphogenetische Proteine (Bone morphongenic proteins, BMPs), 

Activine/Inhibine, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Growth and 

differentiation factors, GDFs), von Gliazellen abstammende neurotrophe Faktoren 

(Glial cell line-derived neurotrophic factors, GDNFs), das Anti-Müller Hormon (AMH) 

und Nodal [92]. 
 
1.3.1 TGF-β 

Das Protein TGF-β umfasst 5 verschiedene Polypeptid-Isoformen, von denen nur 3 

Isoformen (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) in Wirbeltieren nachzuweisen sind. Innerhalb 

dieser Isoformen besitzt TGF-β1 die höchste und TGF-β2 die niedrigste 
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Rezeptoraffinität [93]. Die Sekretion erfolgt durch verschiedenste Zellen und Gewebe 

in Abhängigkeit vom Stadium der Embryo- bzw. Organogenese und der 

Zelldifferenzierung [94, 95]. Ursprünglich konnte gezeigt werden, dass TGF-β in der 

Lage ist, die Proliferation und Morphologie von Fibroblasten zu stimulieren, bzw. zu 

verändern [96]. TGF-β spielt in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine 

teilweise sehr widersprüchliche Rolle. Das Protein besitzt eine dichotome Funktion. 

Das bedeutet, dass dieses Protein gegensätzliche Funktionen beeinflussen kann. 

Abhängig von zusätzlichen Einflüssen, wie Wachstumsfaktoren oder direkter Zell-

Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktion, kann das Protein die Zellproliferation fördern bzw. 

hemmen oder die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in unterschiedliche 

Richtungen steuern [97-99]. Abgesehen von den angesprochenen grundlegenden 

Zellprozessen, spielt TGF-β beim Vorgang der Wundheilung eine Rolle, indem es 

bspw. durch Stimulation von Fibroblasten die Kollagensynthese und die Angiogenese 

fördert [100, 101]. Zusätzlich beeinflusst das Protein das Immunsystem. Das Zytokin 

kann die Proliferation von T-Zellen hemmen und zur Differenzierung von 

immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen beitragen [102]. In Experimenten mit 

TGF-β-Knockout Mäusen konnte gezeigt werden, dass die Mäuse, wenn nicht bereits 

intrauterin verstorben, aufgrund von schwerwiegenden Entzündungsprozessen in 

verschiedenen Organen im Alter von 3 bis 4 Wochen verstarben. Besonders Herz 

und Lunge waren von diesen Entzündungsprozessen betroffen [103]. Die 

Beeinflussung physiologischer Prozesse in verschiedensten Geweben zeigt, wie 

wichtig eine adäquate Regulation der Expression und Aktivierung von TGF-β zu sein 

scheint. 

 
1.3.2 TGF-β Signalkaskade 

Die Signaltransduktion findet bei allen Mitgliedern der TGF-β Superfamilie, 

ausgenommen den Glial cell line-derived neurotrophic factors und Inhibin,  auf 

ähnliche Art und Weise statt. Die Bindung der Liganden erfolgt extrazellulär an 

Oberflächenrezeptoren (Threonin- und Serinkinasen). Die Rezeptoren sind spezifisch 

für ihre Liganden und können in 2 Gruppen eingeteilt werden (Tab. 3). Beide 

Rezeptorgruppen besitzen intrazelluläre Kinaseaktivität. Zunächst erfolgt die Bindung 

des Liganden an den jeweiligen Typ-2 Rezeptor auf der Zelloberfläche mit 

anschließender Rekrutierung des Typ-1 Rezeptors unter Bildung eines 
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Rezeptorkomplexes. Durch die Kinaseaktivität des Typ-2 Rezeptors wird der Typ-1 

Rezeptor phosphoryliert, welcher seinerseits nun intrazelluläre Rezeptor-gesteuerte 

Proteine, sogenannte R-Smads, phosphorylieren kann. Es gibt verschiedene Smads, 

die entsprechend ihrer Funktion in 3 unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden 

können (Tab. 4) [104]. Im Fall von TGF-β werden Smad2 und Smad3 vom Typ-I 

Rezeptor phosphoryliert und aktiviert. Es bilden sich Komplexe aus phosphorylierten 

R- und Co-Smads, die in den Zellkern translozieren und dort, zusammen mit 

weiteren Co-Faktoren (Aktivatoren, Inhibitoren, Bindungsproteine), für die 

Transkription der TGF-β spezifischen Zielgene verantwortlich sind [104]. 

Die Signaltransduktion wird unter anderem durch das membrangebundene 

Proteoglykan Betaglykan (TGF-β Rezeptor Typ-3) reguliert. Dieses bindet freies 

TGF-β außerhalb der Zelle und erhöht somit dessen Affinität für den TGF-β Rezeptor 

Typ-2 [105]. Zusätzlich kann das extrazelluläre Verhältnis zwischen aktivem, freien 

TGF-β und der inaktiven, latenten Form über Proteine wie das Latenz-assoziierte 

Peptid (Latency associated peptide, LAP) und das latente TGF-β-bindende Protein 

(latent TGF-β-binding protein, LTBP) beeinflusst werden [105]. I-Smads  

antagonisieren die Signalkaskade entweder, indem sie mit dem Typ-I Rezeptor 

interagieren, um die Aktivierung der R-Smads zu unterbinden, oder sie verdrängen 

kompetitiv die Co-Smads bei der Bildung des aktiven R-Smad/Co-Smad Komplexes 

[106]. Die Bildung dieses Komplexes wird durch Phosphorylierung des Zinfinger 

Protein 9 Moleküls (Smad anchor for receptor activation, SARA) unterstützt. Die 

Expression bzw. der Abbau von Rezeptoren, SARA und Smads wird unter anderem 

durch Wachstumsfaktoren und das Ubiquitin-Proteasom System (z.B. Smad ubiquitin 

factor – Smurf) gesteuert [107, 108]. Die vielfältigen Regulationsmechanismen 

stehen exemplarisch für die diversen Funktionen dieses Signalweges. 
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Tab. 3: Rezeptoren und Liganden der TGF-β Signaltransduktionskaskade 

ALK: Activin receptor-like kinase; BMP: Bone morphogenic protein; TGF-β: Transforming 

Growth Factor β; AMH: Anti-mullerian hormone); modifiziert nach Balemans [109] 

 

Rezptortyp Rezeptor Ligand 

Typ-1 Rezeptor ALK-1 BMP 

 ALK-2 (Activin Rezeptor I) BMP, Activin 

 ALK-3(BMP Rezeptor Typ IA) BMP 

 ALK-4(Activin Rezeptor  Typ IB) TGF-β, Activin 

 ALK-5(TGF-β Rezeptor Typ I) TGF-β, Activin 

 ALK-6(BMP Rezeptor Typ IB) BMP, AMH 

 ALK-7 BMP 

   

Typ-2 Rezeptor Activin Rezeptor Typ II Activin, BMP 

 Activin Rezeptor Typ IIB Activin, BMP 

 TGF-β Rezeptor Typ II TGF-β 

 BMP Rezeptor Typ II BMP 

 AMH Rezeptor Typ II AMH 

 

 
Tab. 4: Smads - Funktion und Aktivierung 
 R-Smads: Receptor-regulated Smads; Co-Smads: Cooperating Smads; I-Smads: Inhibitory  

Smads) 

 

R-Smads (Aktivierung durch) Co-Smads I-Smads 

Smad 1 (BMP) Smad 4 Smad 6 

Smad 2 (TGF-β, Activin)  Smad 7 

Smad 3 (TGF-β, Activin)   

Smad 5 (BMP)   

Smad 8 (BMP)   
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1.3.3 TGF-β in der Karzinogenese 

TGF-β beeinflusst nicht nur physiologische Vorgänge sondern auch Prozesse im 

Rahmen der Karzinogenese. Dabei kann TGF-β sowohl als Tumor-Suppressor als 

auch als Tumor-Promotor wirken [110]. TGF-β ist über die Beeinflussung der 

Expression von Proteinen und Transkriptionsfaktoren in der Lage, einen G1-Arrest 

des Zellzyklus herbeizuführen. Somit kann die Proliferation epithelialer Zellen 

gehemmt werden. Unter anderem kann es hierbei zu einer Induktion von Inhibitoren 

der Cyclin-abhängigen Kinase (CDK) oder zu einer direkten Hemmung von c-Myc 

kommen [111, 112]. Daraufhin wurde postuliert, dass dieses Protein ein potenter 

Tumor-Suppressor in frühen Stadien der Karzinogenese sei [113-115]. In Studien 

konnte gezeigt werden, dass Mutationen der Signalrezeptoren bzw. Smads innerhalb 

der TGF-β Signalkaskade in vielen verschiedenen Karzinomen vorkommen. Diese 

Mutationen sind unter anderem mit stärkerem Tumorwachstum, erhöhter 

Metastasierungsrate oder schlechterem Überleben assoziiert [116]. Dabei scheinen 

die Tumorzellen gerade im Initialstadium der Karzinogenese durch Veränderungen 

des Signalweges antiproliferativen Einflüssen zu entkommen. In fortgeschrittenen 

Stadien der Karzinogenese wirkt TGF-β selbst, über autokrine und parakrine 

Mechanismen, als Tumor-Promotor [115, 117, 118]. Im Rahmen von in vitro 

Versuchen mit Karzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von 

TGF-β die epithelial-mesenchymale Transition als Voraussetzung für Migration und 

Metastasierung stimuliert werden kann [119, 120]. Durch die Transfektion von 

Karzinomzellen mit dominant-negativen TGF-β Rezeptoren konnte die 

Signalkaskade unterbrochen und die epithelial-mesenchymale Transition sowohl in 

vitro als auch in vivo verhindert werden [119]. Durch diese Transfektion konnte 

zusätzlich die mesenchymal-epitheliale Transition stimuliert und somit die epithelial-

mesenchymale Transition umgekehrt werden [121]. Durch komplexe Interaktionen 

von TGF-β mit anderen Signalkaskaden und Zytokinen, wie dem Ras/MAPK 

Signalweg bzw. Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), kann die Ausprägung der epithelial-

mesenchymale Transition moduliert werden [122, 123]. Tumorzellen selbst sind in 

der Lage, TGF-β zu exprimieren [124]. Somit können Karzinomzellen die Sekretion 

von MMP-9 in Fibroblasten des Tumorstromas stimulieren und über einen Abbau der 

Basalmembran die EMT zu fördern [125]. Diese Untersuchungen veranschaulichen, 
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dass Migration und Metastasierung von Karzinomzellen durch TGF-β gefördert 

werden können. 

 

TGF-β kann die Sekretion von proangiogenetischem VEGF in Endothelzellen 

induzieren und ist gleichzeitig in vitro in der Lage, über VEGF, die Apoptose von 

Endothelzellen auszulösen [126]. Dieser Schritt scheint essentiell für die 

Angioneogenese zu sein, da als Antwort auf den Untergang der Endothelzellen die 

Proliferation Apoptose-resistenter Endothelzellen stimuliert wird [127]. Versuchstiere 

mit Defekten für TGF-β oder dessen Rezeptoren versterben aufgrund fehlerhafter 

Angioneogenese frühzeitig [128, 129]. Durch gezielte Blockade von TGF-β mittels 

neutralisierender Antikörper konnte die Angiogenese in verschiedenen 

Mausmodellen gestört werden [130]. Zusätzlich kann TGF-β die Expression von 

VEGF in Karzinomzellen stimulieren und somit zu einer tumorassoziierten 

Angioneogenese beitragen [131, 132]. Die Konzentration von TGF-β in kolorektalen 

Tumoren bzw. im Serum von Leberzellkarzinompatienten korreliert positiv mit der 

mittleren Gefäßdichte im Tumor [133, 134]. Zusätzlich kann das Immunsystem durch 

TGF-β gestört bzw. unterdrückt werden. Somit kann eine angemessene, gegen den 

Tumor gerichtete Immunantwort verhindert werden [135, 136]. Antigen-

präsentierende dendritische Zellen (dendritic cells, DC) werden durch TGF-β  in ihrer 

proinflammatorischen Funktion gehemmt [137]. TGF-β beeinträchtigt nicht nur die 

Bildung von zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic T-lymphocyte, CTL) aus 

Vorläuferzellen (precursor cytotoxic T-lymphocyte, pCTL) sondern hemmt auch 

deren Aktivierung und antitumorale Funktion [135, 138]. Zusätzlich aktiviert TGF-β 

regulatorische T-Zellen (Tregs), welche die Aktivierung und Funktion von z.B. 

natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) hemmen können [138, 139]. Es gibt Hinweise 

darauf, dass TGF-β über eine Differenzierung von tumorassoziierten Makrophagen in 

antiinflammatorische M2-Makrophagen, die Karzinogenese fördern kann [140]. Somit 

sind Tumorzellen über eine Sekretion von TGF-β in der Lage, der Überwachung des 

Immunsystems zu entkommen. 

 
 
1.3.4 TGF-β im Pankreaskarzinom 

Sowohl in Pankreaskarzinomzellen als auch in den umliegenden Stromazellen 

konnte die Expression von TGF-β und seinen Rezeptoren nachgewiesen werden 
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[141]. Erhöhte Konzentrationen von TGF-β im Tumorgewebe korrelieren mit einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium und einem schlechteren postoperativen Überleben 

der Patienten mit einem Pankreaskarzinom [142]. Patienten mit einem 

Pankreaskarzinom zeigten höhere Konzentrationen von TGF-β im Serum. Hierbei 

bestand eine positive Korrelation zwischen TGF-β und dem Verlust der CD-3-Zeta- 

Kette von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten als Zeichen der Immunsuppression 

[143]. Über die Steuerung der Differenzierung von M2-Makrophagen kann TGF-β die 

Prognose von Pankreaskarzinompatienten negativ beeinflussen [90, 140]. Durch 

Stimulation von Pankreaskarzinomzellen mit TGF-β1 wurde die Sekretion von 

Faktoren wie VEGF und TGF-β1 durch die Karzinomzellen selbst erhöht. Dieser 

Effekt konnte durch einen entsprechenden Inhibitor gehemmt werden [144]. 

Zusätzlich konnte über spezifische Inhibition von TGF-β2 in vitro bzw. des TGF-β 

Rezeptor Typ-1 in vivo die Proliferation von Pankreaskarzinomzellen in vitro und das 

Tumorwachstum in vivo reduziert werden [144, 145]. Außerdem kann TGF-β 

Pancreatic Stellate Cells (PSCs) aktivieren. Diese Zellen können über eine erhöhte 

Expression von MMP-2 und TGF-β zum Tumorprogress beitragen [146].  

Es konnte aber auch gezeigt werden, dass Pankreaskarzinome und 

Pankreaskarzinomzelllinien teilweise weder TGF-β Rezeptor Typ-2 noch TGF-β 

Rezeptor Typ-3 exprimierten [147]. Ungefähr 20% der Pankreaskarzinome zeigen 

Mutationen und somit eine Inaktivität von Smad4 [148]. Auf der einen Seite scheint 

der Tumorprogress direkt mit erhöhten Konzentrationen von TGF-β 

zusammenzuhängen, auf der anderen Seite gibt es aber auch fortgeschrittene 

Pankreaskarzinome und Zelllinien, in denen die TGF-β Signalkaskade unterbrochen 

ist. Dies unterstreicht die dichotome Funktion von TGF-β (Tumor-Promotor bzw. 

Tumor-Suppressor) für das Pankreaskarzinom. 

 

1.4 Stress und Stresshormone in der Karzinogenese 

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Stress-assoziierte 

Lebensbedingungen und Ereignisse mit einer gesteigerten Karzinogenese, erhöhten 

Konzentrationen von Katecholaminen im Tumor und einem beschleunigten 

Tumorwachstumin vivo assoziiert sein können [149-151]. Hierbei kann man eine 

Unterteilung in physische Stressoren (Trauma, Operation, Infektion, etc.) und 

psychologische Stressoren (Verlust, Misshandlung, Depression, Arbeitslosigkeit, 
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familiäre Probleme, etc.) vornehmen [152]. Durch diese Stressoren werden 

endokrine Achsen aktiviert. Hierdurch kommt es zur Freisetzung von Katecholaminen 

(Adrenalin bzw. Noradrenalin) und Cortisol. Zusätzlich werden Wachstumshormone, 

das adrenokortikotrope Hormon (ACTH) und Prolaktin ausgeschüttet [153]. Die 

chronische Stressbelastung kann physiologische Funktionen und Systeme wie die 

Wundheilung und das Immunsystem beeinträchtigen [154, 155]. Stresshormone 

können das Wachstum von Karzinomen beeinflussen [156]. Unter anderem erhöhen 

Katecholamine die Sekretion von MMP-2, MMP-9, VEGF und Interleukinen durch 

Karzinomzellen verschiedener Tumorentitäten [157-159]. In Studien konnte gezeigt 

werden, dass Stresshormone, über eine Stimulation der MMP-2 und MMP-9 

Expression in Tumorzellen, deren Invasivität erhöhen [160]. Das Wachstum der 

Karzinomzellen kann z.B. durch Suppression von NK-Zellen begünstigt werden [160, 

161]. Zusätzlich stimulieren Katecholamine die Angioneogenese über eine erhöhte 

Sekretion von VEGF durch die Karzinomzellen [159]. 

Unter allen Patienten mit einer Karzinomerkrankung wiesen Patienten mit einem 

Pankreaskarzinom die stärksten psychologischen Stresssymptome wie Angst und 

Depression auf [162]. In vitro Untersuchungen von Pankreaskarzinomzellen zeigten, 

dass diese sowohl β1-Adrenorezeptoren als auch β2-Adrenorezeptoren exprimierten. 

Die untersuchten Zellen reagierten mit verstärkter Proliferation und Migration unter 

Einfluss von Katecholaminen [163]. Durch Stimulation mit Katecholaminen konnte 

nicht nur die Proliferation, sondern auch die Invasivität von Pankreaskarzinomzellen 

gesteigert werden. Dieser Effekt konnte mit β2-Adrenorezeptor-Antagonisten 

blockiert werden [164]. Somit scheinen Stresshormone, über eine Stimulation der 

Proliferation, der Angioneogenese und der Metastasierung, sowohl eine Rolle in der 

allgemeinen Karzinogenese, als auch speziell beim Pankreaskarzinom zu spielen. 

 

1.4.1 Interaktion Stresshormone und TGF-β 

In der aktuellen Literatur konnten keine Untersuchungen bezüglich der Interaktion 

von Stresshormonen und TGF-β im Pankreaskarzinom gefunden werden. In Studien 

konnte unter anderem gezeigt werden, dass kardiale Fibroblasten auf Stimulation mit 

Norepinephrin mit einer erhöhten Expression und Sekretion von latentem TGF-β1 

und TGF-β2 reagierten. Zusätzlich kam es zu einer Verschiebung des 

Konzentrationsverhältnisses vom vorher dominanten TGF-β1 hin zu TGF-β2 [165]. 
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Sowohl Myozyten als auch glatte Gefäßmuskelzellen und Zellen der Epiphyse 

reagierten unter Einfluss von Norepinephrin mit einer vermehrten Expression von 

TGF-β1 messenger Ribonukleinsäure (mRNA) bzw. biologisch aktivem TGF-β. 

Dieser Effekt konnte mit Prazosin (α-Adrenorezeptorantagonist) blockiert werden 

[166-168]. Im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus scheint TGF-β, über 

eine Reduktion von zellulären β-Adrenorezeptoren, die Sensitivität von glatten 

Gefäßmuskelzellen gegenüber Katecholaminen reduzieren zu können [169]. Somit 

erscheint eine Interaktion von Katecholaminen und TGF-β sowie deren 

Signaltransduktionskaskaden plausibel. 
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2 Zielsetzung 

Trotz intensiver Forschung bleibt das Pankreaskarzinom eine Erkrankung mit 

schlechter Prognose und einer 5-Jahresüberlebensrate von 7%. Die 

Forschungsbemühungen des letzten Jahrzehnts konzentrierten sich auf die 

Interaktionen von Zellen, Wachstumsfaktoren und Signalkaskaden des 

Tumormikromilieus in Bezug auf deren Bedeutung für die Karzinogenese des 

Pankreaskarzinoms (Entstehung, Wachstum, Migration, Angioneogenese und 

Metastasierung). TGF-β scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Viele Zellen 

des Tumormikromilieus sind in der Lage, über die Produktion von TGF-β, sowohl 

autokrin, als auch parakrin, die Vorgänge im Pankreaskarzinom zu beeinflussen. In 

initialen Tumorstadien kann TGF-β als Tumor-Suppressor wirken. Es gibt jedoch 

auch Hinweise, dass TGF-β in fortgeschrittenen Stadien als Tumor-Promotor wirken 

kann. Der Wechsel zwischen diesen gegensätzlichen Funktionen scheint von der 

Konzentration und Aktivität von TGF-β und der Interaktion mit anderen 

Signalmolekülen des Tumormikromilieus abhängig zu sein. In Studien konnte gezeigt 

werden, dass Katecholamine sowohl die Sekretion von TGF-β in murinen Zellen 

(Myozyten und kardiale Fibroblasten) als auch das Tumorwachstum beeinflussen 

können. In unserer Arbeitsgruppe konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass 

die murine Pankreaskarzinomzelllinie 6606-PDA die Adrenorezeptoren α1b, α1d, α2a 

und β2 sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene exprimierte. Im Rahmen von in 

vivo Stressmodellen konnten erhöhte Konzentrationen von Stresshormonen im 

Plasma der Versuchstiere nachgewiesen werden. In dieser Arbeit sollte nun 

untersucht werden, ob erhöhte Konzentrationen von Katecholaminen zu einer 

Zunahme von TGF-β in vitro führte. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob 

Konzentrationsunterschiede der Stresshormone mit einer veränderten 

Proliferationsrate korrelierten. Im Rahmen eines in vivo Modells sollte der Einfluss 

von chronischem Stress auf die TGF-β Expression eines orthotopen 

Pankreaskarzinoms der Zelllinie 6606-PDA geprüft werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

Paraffin Apotheke der EMAU Greifswald 

Aurion BSA-c, 10% Aurion (Wageningen, Niederlande) 

DAB Peroxidase Substrat Kit Vector Labroratories (Burlingame, CA, USA) 

Ethanol, 96% ROTH (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Isofluran Baxter (Unterschleißheim, Deutschland) 

Isoproterenol-Hydrochlorid Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Ketanest S, 25mg/ml Pfizer (Berlin, Deutschland) 

Matrigel Basement Membrane Matrix Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Natriumchloridlösung, 0,9% Berlin-Chemie (Berlin, Deutschland) 

Natronlauge, 1N (NaOH) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Neutral gepuffertes Formalin, 10% Apotheke der EMAU Greifswald 

Norepinephrin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Permanent Mounting Medium Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) 

Peroxidase-Lösung, 30% Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) PAA (Pasching, Österreich) 

Rompun, 2% Bayer (Leverkusen, Deutschland) 

Salzsäure, 1N (HCl) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Trypanblau Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

Xylol J.T. Baker (Deventer, Niederlande) 

Zitronensäuremonohydrat Merck (Darmstadt, Deutschland) 

 
 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

4-0 Polyester-Faden Catgut (Markneukirchen, Deutschland) 

Alleinfutter ssniff Spezialdiäten (Soest, Deutschland) 

Dako Pen Dako (Hamburg, Deutschland) 

Deckgläser ROTH (Karlsruhe, Deutschland)  

Einbettkassetten  ROTH (Karlsruhe, Deutschland) 
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Einbettkassetten ROTH (Karlsruhe, Deutschland) 

Einmalkanüle (20G, 26G, 27G) Dispomed Witt (Gelnhausen, Deutschland) 

Einmalspritze (1ml, 2ml, 5ml, 10ml) Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Falcon-Röhrchen, 50ml Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Glasabsaugpipetten VWR (Wien, Österreich) 

Hamilton Spritze (25µl) Hamilton (Reno, NV, USA) 

Hämokapillare (Minicaps) Hirschmann (Eberstadt, Deutschland) 

Holzfeinstfasern (Lignocel) JRS (Rosenberg, Deutschland) 

Microtainer Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Mikroreaktionsgefäß (0,5 – 2ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettenspitzen (25µl, 200µl, 1000µl) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Polysine-Objektträger Menzel-Gläser (Braunschweig, Deutschland) 

Reagenzreservoirs ROTH (Karlsruhe, Deutschland) 

Zellkulturplatte, 6-Loch Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zellkulturplatte, 96-Loch Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Zellkulturschale, 10cm Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Zellschaber Greiner Bio-One  
(Frickenhausen, Deutschland) 
 

Zentrifugenröhrchen, 15ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

    
  
 
3.1.3 Geräte 

Färbekasten, Färbegestell, Färbetrog ROTH (Karlsruhe, Deutschland) 

Flake Eismaschine Manitowoc (Manitowoc, Deutschland) 

Gefrierschrank, -20° Privileg (Stuttgart, Deutschland) 

Gefrierschrank, -80° Kryotec (Hamburg, Deutschland) 

Kühlschrank Siemens (München, Deutschland) 

Lichtmikroskop (Zellkultur) Zeiss (Jena, Deutschland) 

Makrolonkäfige Typ 3 Ehret GmbH (Emmendingen, Deutschland) 

Microplate Shaker VWR International (Darmstadt, Deutschland) 

Mikroplate Reader, Spectra Max 190 Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA) 

Mikroskop/Kamera  Zeiss (Jena, Deutschland) 

Neubauer Zählkammer LO–Laboroptik LTD (Lancing, U.K.) 

pH-Messgerät Hanna (Kehl am Rhein, Deutschland) 

Pipetten (Unikanal/Mehrkanal) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettierhilfe Pipetboy Hirschmann (Eberstadt, Deutschland) 
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Präzisionswaage Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

Schlittenmikrotom Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Sicherheitsabsaugpumpe HLC Laborgeräte (München, Deutschland) 

Sterilisator Memmert (Schwabach, Deutschland) 

Tränkeflaschen Ehret GmbH (Emmendingen, Deutschland) 

Mixer (Vortex (VF2) Janke und Kunkel (Staufen, Deutschland) 

Wärmeplatte Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Wasserbad (HI 1210) Leica (Wetzlar, Deutschland) 

Zellkulturbank Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) 

Zellkulturinkubator Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Zentrifuge (15ml Röhrchen) Heraeus (Hanau, Deutschland) 

Zentrifuge (Mikroreaktionsgefäß) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

 

 
 
3.1.4 Software 

Image-J NIH (Bethesda, MY, USA) 

GraphPad Prism (Version 5.01)  GraphPad Softwar (San Diego, CA, USA) 

SoftmaxPro (Version 4.6) Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA) 

 
 
 
3.1.5 Puffer, Lösungen und Suspensionen 

Tab. 5: Zitratpuffer 0,01 M, pH 6,0 

Zitronensäuremonohydrat in 2.1 g 

Aqua Dest. 1000 ml 

NaOH (1N) bzw. HCl (1 N) Titration unter pH Kontrolle bis pH 6.0 

 
Tab. 6: Wasserstoffperoxidlösung 3%ig 

Wasserstoffperoxid (H2O2)  30% in 200 µl 

Aqua Dest. 2 ml 
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Tab. 7: Aurion-BSA-c Lösung 10%ig 

Aurion-BSA-c in 200 µl 

PBS 2 ml 

 
Tab. 8: DAB Peroxidase Substrat Lösung 

DAB Lösung in 4 Tropfen (ca. 100 µl) 

Puffer Lösung in 2 Tropfen (ca. 84 µl) 

H2O2 Lösung in 2 Tropfen (ca. 80 µl) 

Aqua Dest. 5 ml 

 
Tab. 9: Narkoseinjektionslösung 

Rompun 2% in 0,5 ml 

Ketanest S (25mg/ml) in 4 ml 

NaCl 0,9% 5,5 ml 

 
Tab. 10: Matrigelsuspension 

Matrigel Basement Membrane Matrix 

(eisgekühlt) in 
80 µl 

PBS 80 µl 

 
Tab. 11: Trypsin-EDTA 3,33X 

0.5% Trypsin-EDTA 10X in 15 ml 

PBS 30 ml 
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3.1.5 Zelllinie und Kulturmedien 

Zelllinie 
PDA-6606 David Tuveson  

(Cold Spring Habor, NJ, USA) 

 

Zellkulturmedien 
Fetales Rinderserum Pan Biotech (Aidenbach, Deutschland) 

DMEM Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA,USA) 

Penicillin-Streptomycin (10.000 Units/ml) Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA,USA) 

Trypsin-EDTA, 10x Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA,USA) 

 

3.1.6 Tierstamm 

C57BL/6N Mäuse Charles River GmbH 

(Bad Sulzfeld, Deutschland) 
 
 

3.1.7 Antikörper, ELISA und Proliferationskits 

TGF-β Antikörper, polyklonal, rabbit  Abcam (Cambridge, U.K.) 

Anti-Rabbit-Antikörper, 

HRP-konjugiert, goat 

Abcam (Cambridge, U.K.) 

TGF-β1 ELISA, anti-mouse BenderMedSystems (Wien, Österreich) 

BrdU Zellproliferations-ELISA Roche (Mannheim, Deutschland) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

Alle in vitro Arbeiten wurden in einem Labor der Schutzstufe S1 unter sterilen 

Bedingungen an einer Zellkulturbank mit Abzug durchgeführt. 

 

3.2.1.1  Zelllinie 

Die Pankreaskarzinomzelllinie 6606-PDA wurde ursprünglich aus einem Pdx-1-cre; 

LSL-KrasG12D/+-Mausmodell gewonnen und uns freundlicherweise von Prof. David 

Tuveson (Cold Spring Harbor, NJ, USA) überlassen [170]. Die Zellen der Zelllinie 

6606 PDA wurden initial aliquotiert und in einem adäquaten Kulturmedium, versetzt 

mit dem Kälteschutzmittel Dimethylsulfoxid (DMSO), kryokonserviert. Die Lagerung 

der Zellsuspension erfolgte in Röhrchen aus Polypropylen bei -80°C. Bei Bedarf 

wurden die Zellen aufgetaut und in Kultur genommen. 

 

3.2.1.2  Zellkulturmedium 

Zur Herstellung des geeigneten Nährmediums für die Vermehrung der Zelllinie 6606 

PDA wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10%igem fetalem 

Kälberserum (Fetal Bovine Serum, FBS), 100 Units/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin versetzt. Im Rahmen der in vitro Stimulationsexperimente wurde 

Nährmedium ohne FBS verwendet. 

 

3.2.1.3  Anzucht und Passage 

Die Anzucht der Tumorzellen erfolgte in 10 cm Zellkulturschalen mit 10 ml 

Kulturmedium in einem Kohlendioxidinkubator bei einer Temperatur von 37°C. Die 

Atmosphäre innerhalb des Inkubators besaß eine relative Luftfeuchtigkeit von 95% 

und war mit 5% CO2 angereichert. Das Kulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt. 

Der entstandene Zellrasen wurde bei einer Konfluenz von ungefähr 80-90% geteilt. 

Hierfür wurde zuerst das Kulturmedium abgesaugt. Anschließend wurden die an der 

Schale adhärenten Zellen mithilfe von 10 ml phosphatgepufferter Kochsalzlösung 
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(phosphate buffered saline, PBS) einmalig gewaschen. Die Zellen wurden mit 1ml 

Trypsin/EDTA (3,33X) über 5 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 

Ablösung des Zellrasens erfolgte die Aufnahme der Zellen in 5 ml DMEM-

Nährmedium. Diese Zellsuspension wurde in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt 

und 3 Minuten zentrifugiert (2300 U/min; Raumtemperatur). Der Überstand wurde 

verworfen und die Zellen in 10ml des Kulturmediums resuspendiert. Die weitere 

Kultivierung auf neuen 10 cm Zellschalen richtete sich nach Zelldichte der 

Suspension und Bedarf an Zellen. Die Zellen der Zellkultur wurden regelmäßig auf 

einen Befall mit Mykoplasmen getestet und waren hierfür regelmäßig negativ. 

 

3.2.1.4  Zellzählung 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer Zählkammer. Die Zellen 

wurden gewaschen, von der Zellkulturschale abgelöst, zentrifugiert und in DMEM 

Nährmedium resuspendiert (siehe 4.2.1.3). Zur Differenzierung von vitalen und 

avitalen Zellen wurden diese, den Herstellerangaben entsprechend, mit Trypan Blau 

inkubiert und ausgezählt. Hierbei betrug der Anteil vitaler Zellen stets mehr als 95%. 

Anschließend konnte durch entsprechende Verdünnung mit serumhaltigem 

Kulturmedium die benötigte Konzentration der Zellsuspension erreicht werden. 

 

3.2.1.5  Adrenerge Stimulation in vitro 

Für die Stimulationsexperimente wurden Stimulationsstocks aus Norepinephrin (NE) 

bzw. Isoproterenol-Hydrochlorid (ISO) hergestellt. Hierzu wurden die Stimulanzien in 

Natriumchlorid 0,9 % (NaCl) gelöst. Die Stimulanzien hatten nun eine Konzentration 

von 10 mmol. Sie wurden  aliquotiert und bei minus 80°C eingefroren. Durch 

Verdünnungen der tiefgefrorenen Stimulanzien mit serumfreiem DMEM Nährmedium 

wurden Stimulationsmedien unterschiedlicher Konzentration entsprechend der 

Versuchsplanung vorbereitet (Abb. 1). Für die einzelnen Experimente wurden 1 

Million 6606-PDA Zellen pro Loch in 6-Loch Zellkulturplatten ausgesät. Die Zellen 

wurden über 24 Stunden mit 2 ml serumhaltigem Nährmedium pro Loch bis zu deren 

vollständigen Adhärenz inkubiert. Anschließend wurde der Zellüberstand sorgfältig 

abgesaugt. Die Kontrollgruppen wurden mit 2 ml des serumfreien DMEM 

Nährmediums inkubiert.  Die Versuchsgruppen wurden entweder mit 2 ml der ISO- 
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oder mit 2 ml der NE-Stimulationsmedien inkubiert (Abb. 1). Die Zellkulturüberstände 

wurden nach Abschluss der Stimulationsexperimente in Eppendorf Reaktionsgefäße 

überführt, bei 1000 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in Eppendorf 

Reaktionsgefäße aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei minus 20°C 

gelagert. 

 

 

 
Abb. 1: In vitro Versuchsplanung 

Stimulation der Zelllinie 6606-PDA mit verschiedenen Konzentrationen von  

Sympathomimetika über verschiedene Zeiträume 

 

 

1.000.000 Zellen/Loch 

2 ml serumhaltiges Nährmedium/Loch 

Mediumwechsel nach 24h 

2 ml serumfreies Stimulationsmedium/Loch 

Serumfreies Stimulationsmedium  
( Isoproterenol oder Norepinephrin)       

Inkubation über 3h, 6h, 12, und 24h 0.1 µM 1 µM 10 µM Kontrolle 

ELISA Messung: TGF- β1 im Zellüberstand 

29 
 



 
Material und Methoden 

3.2.2 ELISA-Test 

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein qualitatives und 

quantitatives Nachweisverfahren für Proteine, Hormone oder Toxine. Für die 

Messung können Proben wie bspw. Zellkulturüberstände, Blutseren oder Urinproben 

verwendet werden.  

 

3.2.2.1  Theoretisches Prinzip 

Bei dem ELISA-Test handelte es sich um ein antikörperbasiertes Nachweisverfahren. 

In dieser Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA verwendet. Hierbei kommt es zur 

Bindung der gesuchten Antigene an spezifische Antikörper, die an die Oberfläche 

einer 96-Loch-Platte gebunden sind. Somit erfolgt eine indirekte Fixierung der 

Zielantigene an den Löchern der 96-Loch-Platten. Im zweiten Schritt erfolgt die 

Bindung eines zweiten Antikörpers an das fixierte Zielantigen. Verglichen mit dem 

primären Antikörper muss der sekundäre Antikörper für ein anderes Epitop spezifisch 

sein. Der sekundäre Antikörper ist an Enzyme, wie Meerrettichperoxidase 

(Horseradish peroxidase – HRP) oder Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt, 

welche die Umsetzung eines zugegebenen Farbstoffsubstrates katalysieren. Hierbei 

kommt es zu einem relativen Farbumschlag des Substrates proportional zur 

Konzentration des gebundenen Antigens. Die Messung der Intensität des 

Farbumschlages erfolgte fotometrisch. Entsprechend einer Standardreihe mit 

vorgegebenen Konzentrationen des Antigens ließ sich die quantitative Konzentration 

des Zielantigens in den einzelnen Proben bestimmen. 

 

3.2.2.2  TGF-β1 ELISA 

Für die Messung der TGF-β1 Konzentration wurden die Zellüberstände der 

adrenergen Stimulationsexperimente verwendet (siehe 4.2.1.5). In einem Vorversuch 

wurden angemessene  Verdünnungsreihen der Proben erstellt. Hierdurch zeigte sich, 

dass aufgrund der relativ geringen Konzentration von TGF-β1 keine Verdünnung der 

Zellkulturüberstände notwendig war. Die für die Messungen benötigten Wasch- und 

Assaypufferkonzentrate wurden entsprechend der Herstellerangaben vor den 

Experimenten frisch präpariert. Für jede Messung wurde eine Standardreihe erstellt. 
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Hierzu wurde der mitgelieferte TGF-β1 Standard (4000 pg/ml) mit Assaypuffer auf 

2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 und 31,3 pg/ml verdünnt. Für den Leerwert wurde 

Assaypuffer verwendet. Sowohl die Standardreihe, als auch der Leerwert und die 

Proben wurden für eine genauere Bestimmung doppelt aufgetragen. Zuerst wurden 

300 µl der Proben mit 30 µl 1N Salzsäure (HCl) über 60 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dadurch wurde das an das „latent TGF-β binding protein“ 

(LTBP) gebundene und inaktivierte TGF-β1 gelöst und in seine aktive Form 

überführt. Diese Reaktion wurde im Anschluss mit 30 µl 1N Natriumhydroxid (NaOH) 

neutralisiert. Zuerst wurden die Kammern der antikörperbeladenen 96-Loch Platte 

zweimalig mit Waschpuffer gespült und mit 100 µl der Standards, der Proben und 

des Leerwertes befüllt. Im Anschluss wurden sie abgedeckt und über zwei Stunden 

bei Raumtemperatur auf einem Mikroplattenrüttler (100 U/min) inkubiert. Die 

Kammern wurden 5-malig gewaschen. Der Biotin-konjugierte, sekundäre TGF-β1 

Antikörper wurde entsprechend der Anleitung verdünnt. Von diesem wurde in jede 

Kammer 100 µl gegeben. Die 96-Loch Platte wurde erneut abgedeckt und über eine 

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Mikroplattenrüttler (100 rpm) inkubiert. Die 

Platte wurde erneut 5-malig gewaschen. Das mitgelieferte Streptavidin-HRP-

Konjugat wurde vorbereitet und in jede Kammer wurden 100 µl des Konjugats 

gegeben. Die Platte wurde erneut für eine Stunde nach dem oben genannten 

Schema inkubiert. Nach erneuter 5-maliger Waschung wurden in jede Kammer 100 

µl der Substratlösung (Tetramethylbenzidin) pipettiert. Die Inkubation erfolgte in 

Dunkelheit für 30 Minuten. Anschließend wurde der enzymatische Substratumsatz 

durch Zugabe von 100 µl 1M Phosphorsäure gestoppt. Danach wurde die Adsorption 

der einzelnen Kammern in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 450 

nm ausgelesen. Die Werte des Leerwertes wurden von den einzelnen Proben 

abgezogen. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte durch die 

SoftwareSoftmaxPro (Version 4.6). 

 

 

3.2.3 BrdU Proliferationsassay 

Die Einflüsse der verschiedenen Sympathomimetika auf die Proliferation der 

Tumorzelllinie 6606-PDA wurden mittels eines photometrischen 5-bromo-2‘-

deoxyuridine (BrdU) Proliferations-ELISA untersucht. 
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3.2.3.1  Theoretisches Prinzip 

Während der Zellproliferation und Zellteilung wird die Erbinformation der Zellen durch 

Synthese von Desoxyribonukleinsäure (DNA) verdoppelt. Durch die quantitative 

Messung der DNA Replikation ist ein indirekter Rückschluss auf die Proliferationsrate 

der Zellen möglich. Die Zelle benötigt für die DNA Synthese Desoxynukleoside wie 

Desoxythymidin (Thymidin). Das Thymidin-Analogon BrdU wird während der S-

Phase der DNA Replikation in die Einzelstränge der neu synthetisierten DNA 

eingebaut. Zur Quantifizierung des eingebauten BrdU müssen die Zellen fixiert und 

die DNA denaturiert werden. Es erfolgt die Bindung eines spezifischen, Enzym-

gekoppelten Anti-BrdU Antikörpers. Dieser katalysiert die Reaktion eines Substrates. 

Das Reaktionsprodukt wird photometrisch gemessen und verhält sich proportional 

zur DNA Synthese und somit zur Zellproliferation. 

 

3.2.3.2  BrdU Proliferationsassay unter adrenerger Stimulation 

Die Zellen der Zelllinie 6606-PDA wurden entsprechend der Punkte 4.2.1.3 und 

4.2.1.4 geerntet und gezählt. Für den Versuch wurden 10.000 Zellen in 100 µl 

Zellkulturmedium in jede Kammer einer 96-Loch Zellkulturplatte ausgesät. Die Zellen 

waren nach 24 Stunden adhärent (Brutschrank mit 37°C und 5% CO2). Das 

Nährmedium der Versuchsgruppen wurde durch 100 µl der serumfreien 

Stimulationsmedien unterschiedlicher Konzentration entsprechend Abb. 1 ersetzt. 

Die Kontrollgruppen wurden mit serumfreiem Zellkulturmedium inkubiert. Dieser 

Versuch verlief über insgesamt 24 Stunden. Die „BrdU labeling solution“ (BrdU Kit) 

wurde entsprechend den Herstellerangaben 1:100 mit Zellkulturmedium verdünnt. 6 

Stunden vor Ende des Experimentes wurden zusätzlich 10 µl der verdünnten BrdU 

Lösung in jede Kammer gegeben. Am Ende des Experimentes wurde der Überstand 

aus den Kammern entfernt und in jede Kammer wurden 200 µl der „FixDenat 

solution“ (BrdU Kit) gegeben. Die Zellen und die DNA wurden für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur fixiert bzw. denaturiert. Anschließend wurden 100 µl der 1:100 

vorverdünnten Anti-BrdU Peroxidase „Working Solution“ (BrdU Kit) in jede Kammer 

gegeben und für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die 

Kammern der Platte dreimalig mit 1:10 vorverdünntem Waschpuffer für jeweils 15 

Sekunden gewaschen. Im Anschluss wurden 100 µl einer Tetramethyl-benzidin 
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Substratlösung in jede Kammer gegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

und in Dunkelheit inkubiert. Die Reaktion wurde mit 25 µl H2SO4 (1M) gestoppt und 

die Extinktion wurde mit einem Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 450 

nm gemessen. 

 

 

3.2.4 Stressinduktion im Modell eines murinen Pankreaskarzinoms 

3.2.4.1  Genehmigung und Durchführung der Tierversuche 

Die Tierversuche wurden nach deutschem Tierschutzgesetz vor der Durchführung 

durch das Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei 

Mecklenburg-Vorpommern unter dem Aktenzeichen 7221.3-1.1-039/11 geprüft und 

genehmigt. Die Tierversuche wurden in den Räumlichkeiten der zentralen Service- 

und Forschungseinrichtung für Versuchstiere (ZSFV) der Universitätsmedizin 

Greifswald im Biotechnikum in der Walther-Rathenau-Straße 49a in Greifswald 

durchgeführt. 

 

3.2.4.2  Versuchstiere und Tierhaltung 

Bei den Versuchstieren handelte es sich um C57BL/6N Mäuse der Firma Charles 

River (Charles River GmbH, Bad Sulzfeld, Deutschland). Bei Versuchsbeginn hatten 

die Tiere ein Durchschnittsalter von 8 Wochen und ein Durchschnittsgewicht von 

20g. Die Eingewöhnungszeit der Tiere vor Versuchsbeginn belief sich auf 14 Tage. 

Die Tierhaltung erfolgte in Makrolonkäfigen vom Typ 3 in einem fensterlosen Raum. 

In diesem wurde der Tag-Nacht Rhythmus mit einem automatischen 

Beleuchtungsprogramm nachgestellt. Dabei erfolgte ein Wechsel von 12-stündigen 

Licht- und Dunkelphasen. Die Raumtemperatur betrug konstant 23°C bei einer 

Luftfeuchtigkeit von 60%-70%. Die Gruppengröße in den Käfigen betrug, 

entsprechend der zufälligen Verteilung während der Experimente, 4 bis 7 Tiere. 

Jeder Käfig war ausgelegt mit Einstreu aus Holzfeinstfasern, welche zweimal pro 

Woche gewechselt wurden. Zusätzlich waren die Käfige ausgestattet mit Trinkwasser 

in speziellen Trinkflaschen und Alleinfutter in gepresster Form (M-Z Extrudient). In 

den Käfigen verfügten die Versuchstiere über Zugang zu Wasser und Nahrung ad 
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libitum. Das Alleinfutter und das Trinkwasser wurden regelmäßig erneuert bzw. 

nachgefüllt.  

 

3.2.4.3  Zellsuspension für Implantation 

Die Zellen der Zelllinie 6606-PDA wurden auf 10 cm Zellkulturplatten bis zum 

Operationstag zu sub-konfluenten Monolayern kultiviert. Die Zellen wurden 

entsprechend 4.2.1.3 und 4.2.1.4 geerntet, gezählt und in Suspension gebracht. Im 

Rahmen der Etablierung des Tumormodells hat sich für die Implantation des 

Pankreaskarzinoms eine Zielkonzentration der Zellsuspension  von 2 Millionen Zellen 

pro 1 ml bewährt. Entsprechend wurden die resuspendierten 6606-PDA Zellen in 

Eppendorf Reaktionsgefäßen konzentriert oder weiter mit DMEM verdünnt. 

 

3.2.4.4  Anästhesie 

Die präoperative Anästhesie der Versuchstiere erfolgte gewichtsadaptiert mit einer 

frisch hergestellten Narkoselösung (siehe 3.1.5). Hierbei wurden 10 µl 

Narkoselösung pro Gramm Körpergewicht intraperitoneal injiziert. Die Injektion 

erfolgte mittels Omnican-Einmalspritze (1ml). Nach etwa 10 Minuten wurde durch 

Setzen eines Schmerzreizes an den Vorderpfoten überprüft, ob eine adäquate 

Narkosetiefe erreicht war. Bei Bedarf wurde zusätzlich 0,1 ml Narkoselösung 

gegeben.  

 

3.2.4.5  Orthotope Injektion der Pankreaskarzinomzellen 

In der Arbeitsgruppe wurde bereits ein syngenes, orthotopes Tumormodell etabliert. 

Hierbei erfolgte die Injektion von Pankreaskarzinomzellen der Zelllinie 6606-PDA in 

das Pankreas der Versuchstiere. Während der Narkotisierung der Versuchstiere 

wurden die Eppendorfgefäße mit der bereits vorbereiteten Zellsuspension (2 

Millionen Zellen/ml) bei 1000 x g für 3 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Zellüberstand verworfen und das zurückgebliebene Zellpellet mit 160 µl einer auf Eis 

gelagerten Matrigelsuspension (siehe 3.1.5) resuspendiert. Für jedes Versuchstier 

wurden jeweils 20 µl der Matrigel-Zell-Suspension (250.000 vitale Zellen) in einer 
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Hamiltonspritze aufgezogen. Während der gesamten Operationsdauer wurden 

sowohl die Matrigel-Zell-Suspension als auch die Hamilton Spritze auf Eis gelagert. 

Nachdem das Versuchstier vollständig narkotisiert war, wurde es für die Operation 

auf dem Rücken gelagert und an den Extremitäten fixiert. Der Bauch wurde mit 70% 

Ethanol desinfiziert und die Behaarung im Bereich des Operationsgebietes wurde mit 

einem in Ethanol getränkten Wattestäbchen zur Peripherie hin gestrichen. Eine 

Verschleppung der Behaarung in die Bauchhöhle sollte so verhindert werden. Bei 

allen Versuchstieren wurde die Haut im Operationsgebiet zur Erleichterung der 

Schnittführung mit einer Pinzette angehoben. Mithilfe einer ca. 1 cm langen, queren, 

rechtsseitigen Oberbauchlaparotomie wurde die Bauchhöhle eröffnet. Das 

Duodenum wurde aufgesucht und zusammen mit dem Pankreas und 

peripankratischem Fett nach extrakorporal luxiert. Mithilfe der vorbereiteten Hamilton 

Spritze wurden 250.000 Zellen in das Pankreas injiziert. Hierbei musste auf eine 

exakte intrapankreatische Injektion geachtet werden, um eine Verschleppung von 

Tumorzellen in die Bauchhöhle zu verhindern. Zusätzlich wurde ein Wattestäbchen 

für ca. 30 Sekunden auf die Injektionsstelle gelegt, um ein Austreten der 

Zellsuspension aus dem Injektionskanal zu verhindern. Das extrakorporale 

Duodenum und das Pankreas wurden stumpf in ihre ursprüngliche intraperitoneale 

Position zurückverlagert. Zusätzlich wurden 0,5 ml NaCl (0,9%) in die Bauchhöhle 

gegeben, um den erlittenen Flüssigkeitsverlust auszugleichen. Das Peritoneum und 

die restlichen Bauchschichten wurden, getrennt, durch jeweils 2-3 Stiche mit einer 

einfachen Naht (4/0 Polyester) verschlossen. Die postoperative Schmerztherapie 

erfolgte mit Buprenorphin s.c. (0,1 mg/kg Körpergewicht). Zur Stabilisierung der 

Körpertemperatur erfolgte die postoperative Lagerung auf einem mit 37°C warmen 

Wasser gefülltem Latexhandschuh. Der operative Verlauf wurde auf entsprechenden 

Protokollen dokumentiert. 

 

3.2.4.6  Randomisierung und Gruppeneinteilung 

Die operierten Versuchstiere wurden in Versuchs- und Kontrollgruppen randomisiert. 

Die Versuchsgruppe wurde im Rahmen des psychischen Stressmodells 

standardisierten Stressbedingungen ausgesetzt. Die Tiere der Kontrollgruppe 

wurden in einem separaten Raum gehalten. In diesem Raum waren sie weder den 
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räumlichen noch den akustischen Stressbedingungen der Versuchsgruppe 

ausgesetzt. 

 

3.2.4.7  Das psychische Stressmodell 

Im Rahmen des psychischen Stressmodells wurden die Versuchstiere wiederholt 

intermittierend-akustischer Belastung und Bewegungseinschränkung ausgesetzt. 

Hierzu wurden die Tiere der Versuchsgruppe zweimal täglich (morgens und abends) 

für den Zeitraum von 2 Stunden in konische 50 ml Zentrifugenrörchen gesetzt. Die 

Spitzen der Röhrchen waren für eine adäquate Belüftung perforiert. Für den 

Schwanz wurde der Deckel mit einem entsprechend standardisiertem Loch 

versehen. Innerhalb dieser Röhrchen war es den Mäusen möglich, sich in 

begrenztem Rahmen vor- und zurückzubewegen. Allerdings war ein Umdrehen kopf-

schwanzwärts nicht möglich. Die Röhrchen samt den Versuchstieren wurden 

horizontal in ein Gestell aus Styropor gesteckt. Dieses Gestell hatte einen Abstand 

von ca. 30 cm zu der Schallquelle. Die Schallquelle erzeugte, intermittierend, 

randomisierte Schallwellen mit Frequenzen von 15 – 25 Hz und Schalldruckpegeln 

zwischen 50 – 85 dB. Zwischen den einzelnen Stresssitzungen wurden die 

Versuchstiere in ihre Käfige zurückgesetzt und die Schallquelle wurde ausgeschaltet. 

 

3.2.4.8  Gewinnung von Blutseren 

Am Ende des Versuchszeitraumes von 5 Wochen wurden die Versuchstiere mit 

Isofluran narkotisiert. Nach vollständiger Narkotisierung wurde der retroorbitale 

Venensinus mit einer Hämokapillare punktiert. Das gewonnen Vollblut wurde in 

Microtainer überführt und für 10 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Serum 

(obere Phase des Microtainers) wurde entnommen, in ein Eppendorf- 

Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Untersuchung bei - 80°C gelagert.  

 

3.2.4.9  Entnahme der Pankreastumoren 

Nach Punktion des retroorbitalen Venensinus wurden die Versuchstiere durch 

zervikale Dislokation euthanasiert. Die Versuchstiere wurden, auf dem Rücken 

liegend, an den Extremitäten fixiert, der Bauchraum wurde eröffnet und auf 
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Peritonealmetastasen exploriert. Die Pankreaskopftumoren wurden im Ganzen 

entfernt und von peripankreatischem Fett befreit. Anschließend wurden die Tumoren 

für 12 Stunden bei Raumtemperatur in Formaldehyd fixiert. 

 

 

3.2.5 Immunhistochemie 

3.2.5.1  Theoretisches Prinzip 

Das immunhistochemische Nachweisverfahren wird sowohl in der Forschung als 

auch in der klinischen Routine eingesetzt, um das Vorkommen und die Verteilung 

bestimmter Zielproteine (Antigene) in Geweben und Zellen nachzuweisen. Im 

Rahmen dieses Verfahrens nutzt man die Bindung eines spezifischen ersten 

Antikörpers (Primärantikörper) an das gewünschte Zielantigen. Die Antigen-

Antikörper-Interaktion wird im nächsten Schritt durch einen zweiten Antikörper 

(Sekundärantikörper) sichtbar gemacht. Der Sekundärantikörper ist zu diesem Zweck 

mit Enzymen (AP, Peroxidase), Fluorochromen (Fluoreszein, Rhodamin) oder Biotin 

gekoppelt. Die Visualisierung erfolgt durch eine entsprechende Farbreaktionen oder 

Lichtemission. Der Sekundärantikörper bindet entweder den gesamten primären 

Antikörper oder an dessen Bestandteile wie das Fab oder Fc Fragment. Hierbei ist 

auf die Wirtsspezifität zu achten. Das bedeutet, dass der sekundäre Antikörper 

gegen das Wirtsprotein des primären Antikörpers gerichtet sein muss.  

 

3.2.5.2  Fixierung und Einbettung des Tumorgewebes 

Das in Formaldehyd fixierte Tumorgewebe wurde in Einbettkassetten überführt und 

mit Wasser gespült. Anschließend wurden die Tumoren mit einer aufsteigenden 

Reihe Ethanol sowie Xylol entwässert und jeweils bei 60°C in Paraffinquader 

eingeblockt. Die Lagerung der Paraffinquader erfolgte bis zur weiteren Untersuchung 

bei minus 20°C. 
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3.2.5.3  Herstellung der Paraffinschnitte 

Die hergestellten Paraffinquader wurden mithilfe eines Schlittenmikrotoms soweit 

angeschnitten, dass sich auf Höhe der Schnittfläche ein repräsentativer Tumoranteil 

darstellen lies. Danach wurden mit Hilfe des Mikrotoms 3 µm dicke Paraffinschnitte 

hergestellt. Die Schnitte wurden zum Glätten in ein Wasserbad (Aqua dest.) 

überführt. Anschließend wurden die Schnitte auf einen Objektträger aufgezogen. Die 

Objektträger mit den Schnitten wurden für ca. 2 Stunden bei 37°C auf einer 

Wärmeplatte und anschließend für ca. 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. 

 

3.2.5.4  TGF-β Immunhistochemie 

Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit 

wurden polyklonale Immunglobuline der Gruppe G (IgG) verwendet. Als 

Primärantikörper wurde ein TGF-β Antikörper aus dem Hasen verwendet, der alle 

drei Isoformen von TGF-β binden kann und sowohl mit Proteinen aus der Maus, als 

auch aus der Ratte sowie dem Mensch reagiert. Der genutzte sekundäre Antikörper 

aus der Ziege war gegen Proteine aus dem Hasen gerichtet und an 

Meerrettichperoxidase gekoppelt. Die Peroxidase katalysierte die Umwandlung eines 

3,3‘–Diaminobenzidine Substrats (DAB Substrat). Daraus resultiert, durch Bildung 

eines braunen Farbumschlags, die gewünschte Visualisierung von TGF-β. 

 

Zuerst wurden die getrockneten Schnitte mit Xylol für 20 Minuten entparaffinisiert und 

mit einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 70%) für je 10 Minuten rehydriert. 

Zur Demaskierung der Antigenepitope wurden die Objektträger mit den Schnitten in 

einem mit Zitratpuffer gefüllten Dampfdrucktopf für 10 Minuten gekocht. Im 

Anschluss wurden die Schnitte 20 Minuten abgekühlt und mit einem Fettstift 

umrandet. Zur Blockung endogener Peroxidasen wurde eine 3%ige 

Wasserstoffperoxidlösung für 20 Minuten auf die Schnitte gegeben. Anschließend 

wurden die Schnitte zweimalig mit PBS gewaschen. Zur weiteren Verbesserung der 

spezifischen Bindung der Antikörper wurde 10%ige Aurion-BSA-c-Lösung für 60 

Minuten zu den Schnitten gegeben. Durch diesen Schritt sollten unspezifische 

Epitope gesättigt werden. Der primäre Antikörper wurde 1:100 mit 10%iger Aurion-

BSA-c-Lösung verdünnt. Jeder Schnitt wurde mit 100 µl des verdünnten primären 
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Antikörpers über Nacht im Kühlschrank inkubiert. Die Negativkontrollen wurden mit 

PBS inkubiert.  Nach ungefähr 12 Stunden wurden die Schnitte für 5 Minuten mit 

PBS gewaschen. Dieser Vorgang wurde dreifach wiederholt. Der sekundäre 

Antikörper wurde ebenfalls 1:100 mit 10%iger Aurion-BSA-c Lösung verdünnt und 

die Schnitte mit diesem für 60 Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die DAB-

Peroxidase-Substrat-Lösung vorbereitet. Die Schnitte wurden erneut dreimal für 5 

Minuten mit PBS gewaschen und anschließend mit ca. 200 µl des angemischten 

DAB-Substrats für 30 Minuten inkubiert. Entsprechend des nachzuweisenden TGF-β 

entstanden sichtbare braune Präzipitate. Anschließend erfolgten erneut ein 5-

minütiger Waschschritt und eine Gegenfärbung der Schnitte mit Hämatoxylin für 20 

Sekunden. Die Schnitte wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 95%, 

100%) für jeweils eine Minute dehydriert und mit Xylol für eine Minute inkubiert. 

Nachdem das Xylol abgedampft war, erfolgte das Eindecken und Aushärten der 

Schnitte in „Vecta Mount Medium“. 

 

Zur Überprüfung des Bindungsverhaltens des primären Antikörpers wurden parallel 

Schnitte eines humanen Mammakarzinoms als Positivkontrolle verwendet. Zum 

Ausschluss unspezifischer Bindungen wurden Schnitte des Mammakarzinoms als 

Negativkontrollen nach oben genannter Art und Weise gefärbt. Hierbei wurde jedoch 

auf die Inkubation mit dem primären Antikörper verzichtet. 

 

3.2.5.5  Auswertung der immunhistochemischen Färbung 

Für die Auswertung der immunhistochemischen TGF-β Färbung wurden die 

gefärbten Schnitte mit dem Mikroskop begutachtet. So ließen sich Aussagen über die 

Verteilung von TGF-β (nukleär, zytoplasmatisch, membranös oder extrazellulär) 

treffen. In jedem Schnitt wurden 4 repräsentative Bildausschnitte, sogenannte „Hot-

Spots“, ausgewählt. Diese wurden anschließend unter standardisierten 

Aufnahmebedingungen (Belichtungsstärke 12, Vergrößerung 20x) digitalisiert. Die 

Bildanalyse erfolgte durch die Bildbearbeitungssoftware Image-J. Zunächst wurde 

eine Farbsegementierung vorgenommen und der entsprechend braun gefärbte 

Bereich definiert. Dadurch konnte eine standardisierte Farbfrequenzmaske zur 

quantitativen Bestimmung der braunen Farbstoffpräzipitate erzeugt werden. Mithilfe 

dieser Werte ließ sich der relative Anteil der Braunfärbung am Gesamtbild der 
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einzelnen Schnitte bestimmen. Für die Auswertung begutachteten jeweils zwei 

unabhängige Personen die Färbungen (E.L. und S.K.). 

 

 

3.2.6 Statistische Analysen 

Die statistische Analyse und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels 

GraphPad Prism 5.01. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) und der 

Standardabweichung (SD) angegeben. Die Auswertung der Daten erfolgte durch die 

einfaktorielle Varianzanalyse (One-way-Anova). Bei signifikanten Unterschieden 

erfolgte anschließend der Tuckey-Test, um die signifikanten Unterschiede zwischen 

den einzelnen Gruppen zu ermitteln. Die Unterschiede zwischen den verglichenen 

Gruppen wurden als signifikant gewertet, wenn die p-Werte kleiner als 0,05 waren 

(p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40 
 



 
Ergebnisse 

4 Ergebnisse 

Zunächst wurde die Zelllinie 6606-PDA mit verschiedenen Katecholaminen über 

verschiedene Zeiträume stimuliert. Der Zellüberstand wurde mittels ELISA auf die 

Konzentration von TGF-β1 untersucht. Somit konnte sowohl eine qualitative als auch 

eine quantitative Aussage bezüglich der Konzentrationen von TGF-β1 getroffen 

werden. Um die Ergebnisse der TGF-β1 Konzentrationen aus den 

Stimulationsexperimenten zu relativieren, wurde der Einfluss der Sympathomimetika 

auf die proliferative Aktivität der Zelllinie 6606-PDA mittels BrdU Zellproliferations- 

ELISA untersucht. 

 

Anschließend erfolgte im Rahmen von in vitro Versuchen unter chronischen 

Stressbedingungen die Untersuchung von murinen Pankreaskarzinomen auf ihren 

TGF-β Gehalt mittels Immunhistochemie. Zusätzlich wurden die entnommenen 

Seren auf ihren Gehalt an TGF-β1 mittels ELISA untersucht. 
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4.1 Einfluss von Sympathomimetika auf die TGF-β1 Sekretion in 
vitro 

4.1.1 TGF-β1 Sekretion nach Stimulation mit Norepinephrin 

Die folgenden Grafiken zeigen die TGF-β1-Konzentrationen im Zellüberstand der 

Zelllinie 6606-PDA nach Stimulation mit dem α-Agonisten Norepinephrin in Bezug 

auf die Kontrollgruppe. Die Messung erfolgte 3h, 6h, 12h und 24h nach Stimulation 

mit drei verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin (0,1µM, 1µM, 10µM). 

 

 

 
Tab. 12: TGF-β1 im Zellüberstand unter Norepinephrin 
 

Zeitpunkt [h] Norepinephrin [µM] 
TGF-β1 [pg/ml] 
MW ± SD 

3 

0 (Kontrollgruppe) 87,8 11,7 
0,1 76,4 25,8 
1 74,4 9,4 

10 82,6 9,2 

6 

0 (Kontrollgruppe) 164,2 13,1 
0,1 162,7 13,5 
1 169,7 25,6 

10 194,4 6,4 

12 

0 (Kontrollgruppe) 455,4 2,5 
0,1 480,5 15,5 
1 514,0 27,7 

10 536,0 12,4 

24 

0 (Kontrollgruppe) 555,3 69,8 
0,1 695,6 34,6 
1 662,3 15,6 

10 681,4 32,1 
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Grundsätzlich konnte in den Messungen gezeigt werden, dass die Zelllinie 6606-PDA 

TGF-β1 sezernierte. 3 Stunden nach Stimulation mit 3 verschiedenen 

Konzentrationen von Norepinephrin konnte keine signifikante Änderung der  TGF-β1 

Konzentration im Zellüberstand der Zelllinie 6606-PDA gezeigt werden.  
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Abb.2: TGF-β1 im Zellüberstand unter Norepinephrin (3h) 

TGF-β1-ELISA; TGF-β1-Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin über 3h; 

Graphen repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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6 Stunden nach Stimulation mit 3 verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin 

konnte eine einfach signifikante Erhöhung (p < 0,05) der TGF-β1 Konzentration im 

Zellüberstand nur bei einer Konzentration von 10 µM gezeigt werden. Der Anstieg 

der TGF-β1 Konzentration erfolgte von 164,2 ± 13,1 pg/ml in der Kontrollgruppe auf 

194,4 ± 6,4 pg/ml unter Stimulation mit 10 µM Norepinephrin. Die relative Steigerung 

betrug somit 15,4%. 
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Abb.3: TGF-β1 im Zellüberstand unter Norepinephrin (6h) 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin über 6h; * = p < 0,05; 

Graphen repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Nach 12 Stunden konnte eine einfach signifikante Erhöhung (p < 0,05) der TGF-β1 

Konzentration im Zellüberstand unter Stimulation mit 1 µM Norepinephrin gezeigt 

werden. Die TGF-β1 Konzentration der Kontrollgruppe betrug 455,4 ± 2,5 pg/ml. 

Unter Stimulation mit 1 µM erfolgte eine Steigerung auf 514,0 ± 27,7 pg/ml und 

betrug somit 11,5 %. Bei einer Konzentration von 10 µM kam es zu einer hoch 

signifikanten Steigerung (p < 0,01) der TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand, 

verglichen mit der Kontrollgruppe, auf 536,0 ± 12,4 pg/ml und betrug somit 15,1 %. 
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Abb.4: TGF-β1 im Zellüberstand unter Norepinephrin (12h) 

 TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin über 12h;* = p < 0,05; *** = p < 0,01; 

Graphen repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Nach 24 Stunden konnte eine einfach signifikante Erhöhung (p < 0,05) der TGF-β1 

Konzentration im Zellüberstand unter Stimulation mit 0,1 µM und 10 µM 

Norepinephrin gezeigt werden. Der Anstieg der TGF-β1 Konzentration erfolgte von 

555,3 ± 69,8 pg/ml in der Kontrollgruppe auf 695,6 ± 34,6 pg/ml unter Stimulation mit 

0,1 µM Norepinephrin. Die relative Steigerung entsprach somit 20,2%. Der Anstieg 

unter Stimulation mit 10 µM erfolgte von 555,3 ± 69,8 pg/ml in der Kontrollgruppe auf 

681,4 ± 32,1 pg/ml und betrug somit 18,5%. Unter Stimulation mit 1 µM erfolgte eine 

Steigerung um rund 16,6 % auf 662,3 ± 15,6 pg/ml. Dieser Anstieg war statistisch 

jedoch gerade nicht signifikant (p = 0,06). 
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Abb.5: TGF-β1 im Zellüberstand unter Norepinephrin (24h) 

TGF-β1 ELISA, TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin über 24h;* = p < 0,05;  

Graphen repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

4.1.2 TGF-β1 Sekretion nach Stimulation mit Isoproterenol 

Die folgenden Abbildungen veranschaulichen die TGF-β1 Konzentration im 

Zellüberstand der Zelllinie 6606-PDA nach Stimulation mit dem β-Agonisten 

Isoproterenol im Bezug zur Kontrollgruppe. Die Messung erfolgte 3h, 6h, 12h und 

24h nach Stimulation mit drei verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol. 

 

 

 
Tab. 13: TGF-β1 im Zellüberstand unter Isoproterenol 

 

Zeitpunkt [h] Isoproterenol [µM] TGF-β1 [pg/ml] 
MW ± SD 

3 

0 (Kontrollgruppe) 87,8 11,7 
0,1 77,7 8,3 
1 92,4 19,4 

10 84,8 12,6 

6 

0 (Kontrollgruppe) 164,2 13,1 
0,1 151,1 4,8 
1 181,4 45,5 

10 171,4 20,2 

12 

0 (Kontrollgruppe) 455,4 2,5 
0,1 463,7 19,1 
1 493 67,5 

10 506,4 17,5 

24 

0 (Kontrollgruppe) 555,3 69,8 
0,1 639,7 38,9 
1 724,7 34,6 

10 711,5 43,2 
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Ergebnisse 

3 Stunden nach Stimulation mit 3 verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol 

konnte keine signifikante Änderung der TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand der 

Zelllinie 6606-PDA gezeigt werden. 

 

 

 

 
 

Abb.6: TGF-β1 im Zellüberstand unter Isoproterenol (3h) 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 3h; Graphen repräsentieren den  

Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

6 Stunden nach Stimulation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 

Isoproterenol konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der TGF-β1 

Konzentration im Zellüberstand gefunden werden. 

 

 

 
 

Abb.7: TGF-β1 im Zellüberstand unter Isoproterenol (6h) 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 6h; Graphen repräsentieren den  

Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

12 Stunden nach Stimulation mit 3 verschiedenen Konzentrationen von 

Isoproterenol, konnte insbesondere mit einer Konzentration von 10 µM eine nicht-

signifikante Änderung der TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand der Zelllinie 6606-

PDA gezeigt werden. 
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Abb.8: TGF-β1 im Zellüberstand unter Isoproterenol (12h) 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 12h; Graphen repräsentieren den  

Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

24 Stunden nach Stimulation der Zellen mit 1 µM und 10 µM Isoproterenol konnte 

eine signifikante Steigerung (p < 0,05) der TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand 

gemessen werden. Unter Stimulation mit 1 µM Isoproterenol stieg die TGF-β1 

Konzentration auf 639,7 ± 38,9 pg/ml. Verglichen mit der Kontrollgruppe (555,3 ± 

69,8 pg/ml) entsprach diese Steigerung einem Anstieg von 23,4 %. Unter Stimulation 

mit 10 µM Isoproterenol stieg die TGF-β1 Konzentration von 555,3 ± 69,8 pg/ml in 

der Kontrollgruppe auf 711,5 ± 43,2 pg/ml in der Stressgruppe und betrug somit 21,9 

%. Unter Stimulation mit 0,1 µM Isoproterenol erfolgte tendenziell ebenfalls ein 

Anstieg der mittleren TGF-β1 Konzentration um 13,2 %. Dieser Anstieg war 

allerdings nicht signifikant (p = 0,2). 
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Abb.9: TGF-β1 im Zellüberstand unter Isoproterenol (24h) 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 24h;* = p < 0,05; Graphen  

repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

4.2 Einfluss von Sympathomimetika auf die Proliferation in vitro 

Im Folgenden werden die Ergebnisse des BrdU-Proliferationsassays 

veranschaulicht. Dafür wurden die Werte der Kontrollgruppen und der 

Experimentalgruppen (verschiedene Konzentrationen von Isoproterenol oder 

Norepinephrin), für die 24-stündige Stimulation aufgetragen. Die Darstellung der 

Ergebnisse erfolgte sowohl für die absolute Adsorption als auch für die relativen 

Veränderungen bezogen auf die Kontrollgruppe. Die beiden verschiedenen 

Sympathomimetika wurden graphisch getrennt dargestellt. 

 

Nach 24-stündiger Stimulation der Zelllinie 6606-PDA mit Norepinephrin, bzw. 

Isoproterenol kam es weder zu einer signifikanten Änderung der absoluten 

Absorption, noch zu einer signifikanten Änderung der relativen proliferativen Aktivität 

der Zellen, verglichen mit der Kontrollgruppe. Konzentrationen von 10 µM führten 

sowohl unter Norepinephrin, als auch unter Isoproterenol tendentiell zu einer 

verringerten proliferativen Aktivität. 

 

 
 

Stimulanz Konzentration [µM] 
Adsorption Relation zur Kontrollgruppe [%] 

MW ± SD MW ± SD 

Norepinephrine 

0 (Kontrollgruppe) 1,377 0,241 100,0 17,5 
0,1 1,408 0,202 103,6 15,1 
1 1,397 0,226 101,4 16,4 

10 1,267 0,154 92,1 11,2 

Isoproterenol 

0 (Kontrollgruppe) 1,377 0,241 100,0 17,5 
0,1 1,191 0,131 87,5 8,4 
1 1,390 0,272 101,0 19,8 

10 1,226 0,305 89,1 22,2 
 
Tab. 14: Proliferation von 6606-PDA unter Sympathomimetika 

 BrdU-Proliferationsassay; Zelllinie: 6606-PDA;Stimulation mit 3 verschieden Konzentration  

von Sympathomimetika über 24 Stunden; Darstellung der absoluten (Adsorbance) und  

relativen (Vergleich mit Kontrollgruppe) proliferativen Aktivität, Stressgruppen: N = 8,  

Kontrollgruppe: N = 16 
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Abb.10: Absolute Proliferation von 6606-PDA unter Norepinephrin (24h) 

BrdU-Proliferationsassay; absolute proliferative Aktivität von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Norepinephrin über 24h, Stressgruppen: N = 8,  

Kontrollgruppe: N = 16; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die  

Standardabweichungen (± SD) 
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Abb.11: Relative Proliferation von 6606-PDA unter Norepinephrin (24h) 

BrdU-Proliferationsassay; Relative proliferative Aktivität von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von  Norepinephrin über 24h, Stressgruppen: N = 8,  

Kontrollgruppe: N = 16; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die 

Standardabweichungen (± SD) 
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Abb.12: Absolute Proliferation von 6606-PDA unter Isoproterenol (24h) 

BrdU-Proliferationsassay; Absolute proliferative Aktivität von 6606-PDA  nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 24h, Stressgruppen: N = 8,  

Kontrollgruppe: N = 16; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die  

Standardabweichungen (± SD) 
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Abb.13: Relative Proliferation von 6606-PDA unter Isoproterenol (24h) 

BrdU-Proliferationsassay; Relative proliferative Aktivität von 6606-PDA nach Stimulation mit  

verschiedenen Konzentrationen von Isoproterenol über 24h; Stressgruppen: N = 8,  

 Kontrollgruppe: N = 16; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die  

Standardabweichungen (± SD)  
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4.3 TGF-β1 im Serum von Versuchstieren mit orthotopem 
Pankreaskarzinom im psychischen Stressmodell 

Die Messung der Serumkonzentration von TGF-β1 erfolgte 5 Wochen nach 

syngener, orthotoper Implantation des Pankreaskarzinoms in die Versuchstiere. In 

diesen 5 Wochen waren die Tiere der Stressgruppe zweimal täglich für jeweils 2 

Stunden räumlichem Engestress und akustischem Stress ausgesetzt. In Abbildung 

14 werden die Ergebnisse des TGF-β1-ELISA dargestellt. Die Ergebnisse der 

Stressgruppe wurden denen der Kontrollgruppentiere gegenübergestellt. In der 

Stressgruppe zeigte sich ein Abfall der mittleren TGF-β1 Serumkonzentration auf 

85,9± 23,9 ng/ml gegenüber der Kontrollgruppe mit 110,5 ± 24,9 ng/ml. Die relative 

Reduktion der mittleren TGF-β1 Konzentration betrug 28,7%, dieser war statistisch 

knapp nicht signifikant, p = 0,063. 

 
 

 
Abb.14: In vivo Stress – Konzentration TGF-β1 im Serum 

TGF-β1 ELISA; TGF-β1 Konzentration im Serum von C57/BL6 Mäusen mit orthotopen  

Pankreaskarzinom unter Stressbedingungen; 5 Wochen postoperativ;  

 N = 8 Versuchstiere/Gruppe; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die  

Standardabweichungen (± SD) 
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Ergebnisse 

4.4 TGF-β im Tumorgewebe von Versuchstieren mit orthotopem 
Pankreaskarzinom im psychischen Stressmodell 

Zunächst wurden den Versuchstieren syngene, murine Pankreaskarzinomzellen 

orthotop implantiert [171]. Die Versuchstiere der Stressgruppe waren postoperativ für 

5 Wochen zweimal täglich für jeweils 2 Stunden räumlichem Engestress und 

akustischem Stress ausgesetzt. Nach Ablauf der 5 Wochen wurden die Tumoren 

entnommen und auf den Gesamtgehalt an TGF-β mittels Immunhistochemie 

untersucht. Sowohl für die Positiv- als auch für die Negativkontrollen wurden humane 

Mammakarzinome verwendet. Hierdurch konnte eine unspezifische Bindung des 

primären Antikörpers ausgeschlossen werden (Abbildung 15). 

 

 

 A              B 

         
 
Abb.15: TGF-β Kontrollfärbungen humanes Mammakarzinom 
 A: Positivkontrolle, Vergrößerung 20x;B: Negativkontrolle, Vergrößerung 20x 
 

 

Die folgenden Abbildungen zeigen repräsentative Ausschnitte der TGF-β-gefärbten 

Pankreastumoren aus der Kontroll- und der Stressgruppe. Hierbei wird die räumliche 

und quantitative Verteilung von TGF-β in den Tumoren beider Gruppen 

veranschaulicht. Sowohl die Tumoren der Kontrollgruppe als auch der Stressgruppe 

waren positiv für TGF-β. Es zeigte sich, dass TGF-β sowohl im Zytoplasma der 

Tumorzellen, als auch im Interstitium vorlag, wobei der Großteil von TGF-β 

intrazellulär vorhanden war (Abbildung 16).  
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A            B 

    
 

C            D 

    
 
Abb.16: In vivo Stress – Immunhistochemie TGF-β im Pankreaskarzinom 

Immunhistochemie-Färbung; repräsentative Ausschnitte muriner Pankreaskarzinome;  

5 Wochen postoperativ;Primärantikörper: Anti-TGF-β; kleine Inlayfotos sind  

Negativkontrollen ohne primären Antikörper; A/B: Kontrollgruppe, Vergrößerung 20x; 

C/D: Stressgruppe, Vergrößerung 20x 
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Ergebnisse 

Die Pankreaskarzinome der Stressgruppe zeigten eine deutlich höhere 

Konzentration von TGF-β sowohl im Zytosol als auch im Interstitium, verglichen mit 

der Kontrollgruppe (Abbildung 16). Die Analyse der einzelnen Hotspots ergab eine 

Steigerung des prozentual gefärbten Anteils von 1,2 ± 1,4 % in der Kontrollgruppe 

auf 9,7 ± 3,6 % in der Stressgruppe. Dieser Zusammenhang war mit p < 0,001 hoch 

signifikant (Abbildung 17). 

 

 

 
 

Abb.17: In vivo Stress –Analyse TGF-β Immunhistochemie-Färbung 

relativ gefärbter Anteil der Ausschnitte der Pankreaskarzinome in beiden Versuchsgruppen; 

4 repräsentative Gesichtsfelder/Tumor; Stressgruppe: N = 5, Kontrollgruppe: N = 7;  ** = p < 

0, 001; Graphen repräsentieren den Mittelwert und die Standardabweichungen (± SD) 

 

 

 
 

  

                    IHC - TGF-β im Pankreaskarzinom

Kontro
lle

Stre
ss

bed
ingungen

0

5

10

15 * **

G
ef

är
bt

e 
Ar

ea
le

 in
 %

 d
es

 B
ild

an
te

il

58 
 



 
Diskussion 

5 Diskussion 

TGF-β spielt nicht nur eine wichtige Rolle im Rahmen physiologischer Vorgänge, 

sondern nimmt auch eine Schlüsselfunktion in der Karzinogenese verschiedener 

Tumoren ein [172]. Von zentraler Bedeutung ist hierbei die dichotome Funktion der 

TGF-β  Signalkaskade. TGF-β kann als Tumor-Suppressor die Karzinogenese und 

den Tumorprozess hemmen. Auf der anderen Seite kann es als Tumor-Promoter die 

Karzinogenese und das Tumorwachstum beschleunigen und die Metastasierung 

begünstigen [91]. Welche Mechanismen für die Regulation dieses 

Funktionswechsels verantwortlich sind, ist bis heute nur unzureichend verstanden. 

Studien haben gezeigt, dass erhöhte Konzentrationen von TGF-β im Tumorgewebe, 

im Sinne der Funktion als Tumor-Promoter, mit erhöhter Invasivität und einer 

schlechteren Prognose einhergehen können [173, 174]. Die Fähigkeit der einzelnen 

Zellen des Tumormikromilieus durch autokrine oder parakrine Stimuli die TGF-β 

Sekretion zu modulieren und somit die Gesamtkonzentration im Tumor oder Serum 

zu beeinflussen, könnte ein wichtiger Bestandteil für das Zusammenspiel der beiden 

gegensätzlichen Funktionen von TGF-β sein. In vorangegangenen Arbeiten konnte 

gezeigt werden, dass die TGF-β1 Expression in Pankreaskarzinomen stärker 

ausgeprägt ist, verglichen mit den anderen Isoformen [142]. Außerdem besitzt TGF-

β1 die höchste Rezeptoraffinität der verschiedenen Isoformen [93]. TGF-β1 

verursacht unter anderem eine relevante Erhöhung der VEGF-Produktion, der 

Invasivität und des Metastasierungsverhaltens der Pankreaskarzinomzellen [175, 

176]. Gleichzeitig verringert TGF-β1 die Immunogenität dieser Zellen [175]. 

 

Katecholamine und Stresshormone wirken systemisch und könnten somit einen 

Stimulus für die TGF-β Expression der Zellen des Tumormikromilieus darstellen. 

Grundsätzlich sind Katecholamine und Stresshormone über die Modulation des 

Tumormikromilieus in der Lage, die Eigenschaften verschiedener Karzinome zu 

beeinflussen [157, 158, 160]. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Applikation/Infusion des Stresshormons Norepinephrin zu einer erhöhten Expression 

und Sekretion von TGF-β in Zellen wie Myozyten, kardialen Fibroblasten und glatten 

Gefäßmuskelzellen führen kann [165-168].  

 

 

59 
 



 
Diskussion 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Stress auf die TGF-β 

Sekretion des Pankreaskarzinoms zu zeigen. Zunächst sollte der Einfluss von 

Sympathomimetika, als Stresshormonanaloga, auf die TGF-β Sekretion der Zelllinie 

6606-PDA in vitro analysiert werden. Zu Beginn der in vitro Stimulationsexperimente 

wurde das serumhaltige Nährmedium durch serumfreies Stimulationsmedium ersetzt. 

In vorrausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Nährmedium, welches 

mit 10% fetalem Rinderserum versetzt wurde, bis zu 2000 pg/ml an latentem TGF-β 

enthielt [177, 178]. Exogenes TGF-β ist in der Lage, die eigene Expression im Sinne 

einer Autoinduktion in verschiedenen Zelllinien zu steigern [179, 180]. Im Rahmen 

dieser Arbeit sollte die TGF-β1 Sekretionsleistung von 6606-PDA unter Stimulation 

mit Sympathomimetika anhand der TGF-β1 Gesamtkonzentration im Zellüberstand 

untersucht werden. Aufgrund des angesprochenen Interaktionspotentials wurde 

serumfreies Stimulationsmedium verwandt. Für die Stimulationsexperimente wurden 

die Sympathomimetika Isoproterenol (β-Agonist) und Norepinephrin (α-Agonist) in 

Konzentrationen von 0,1 µM, 1µM und 10 µM verwendet, da diese am ehesten 

physiologischen Katecholaminwerten innerhalb des Tumors bzw. des Gewebes 

entsprachen. Die Katecholaminkonzentrationen im humanen Plasma liegen zwischen 

1 bis 1000 pM/L und können unter Stressbedingungen auf bis zu 100nM/L ansteigen 

[181]. Murine Plasmen weisen Werte ähnlicher Größenordnung auf [182]. In 

sympathisch innerviertem Gewebe sind deutlich höhere 

Katecholaminkonzentrationen nachzuweisen verglichen mit dem Blutplasma [183]. 

Die in der Arbeit genutzten Katecholaminkonzentrationen sind nicht nur 

physiologisch relevant, sondern entsprechen auch den Konzentrationen, die in 

anderen in vitro Studien einen biologischen Effekt ausgelöst haben [184-186]. 

Entsprechend wurden auch die Versuchsendpunkte mit 3, 6, 12 und 24 Stunden 

nach einmaliger, initialer Stimulation ausgewählt. In einer anderen Arbeit unserer 

Arbeitsgruppe konnten sowohl α- als auch β-Adrenorezeptoren auf Zellen der Linie 

6606-PDA, als Voraussetzung für entsprechende Stimulationsexperimente, 

nachgewiesen werden [187]. Mit Hilfe der Zellkultur, Stimulationsversuchen sowie 

den anschließenden ELISA-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es in vitro 

sowohl einen zeitlichen, als auch einen konzentrationsabhängigen, signifikanten 

Zusammenhang zwischen der Stimulation mit Sympatomimetika 

(Isoproterenol/Norepinephrin) und der TGF-β1 Sekretion der Zelllinie 6606-PDA gab. 
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Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die murine Zelllinie 

6606-PDA sowohl auf die Stimulation mit Norepinephrin, einem α-Agonisten, als 

auch mit Isoproterenol, einem β-Agonisten, mit einer Erhöhung der TGF-β1-

Konzentration im Zellüberstand reagierte. Sowohl nach 3, als auch nach 6 Stunden 

gab es weder unter Norepinephrin noch unter Isoproterenol eine signifikante 

Steigerung von TGF-β1 im Zellkulturüberstand. Nach 12 Stunden zeigte sich nur 

unter Stimulation mit Norepinephrin (1 µM, 10 µM) eine signifikante Steigerung der  

TGF-β1 Konzentration (11,5 % bzw. 15,1%). Nach 24 Stunden kam es unter 

Norepinephrin und Isoproterenol zu einem signifikanten Anstieg der TGF-β1 

Konzentration im Zellkulturüberstand von bis 23,5 %. Somit scheinen 

Sympathomimetika nicht nur die TGF-β Sekretion in kardialen Fibroblasten und 

Myozyten zu steigern [165], sondern auch die TGF-β1 Sekretion durch 

Pankreaskarzinomzellen. Hierbei scheint die Steigerung von der Konzentration von 

der Dauer des einwirkenden Stresshormons abhängig zu sein. In der Arbeit von 

Fisher et al. kam es nach 48 Stunden zu einer Steigerung der TGF-β Sekretion im 

Zellkulturüberstand von bis zu 300 %. Diese Arbeit zeigte als eine der wenigen, dass 

die Steigerung der Gesamtkonzentration insbesondere durch Sekretion der latenten 

Form von TGF-β verursacht wurde. TGF-β2 schien hierbei leicht stärker exprimiert zu 

werden als TGF-β1 [165]. Eine andere Arbeit konnte ebenfalls zeigen, dass in 

kardialen Myozyten nach adrenerger Stimulation insbesondere die Transkription von 

TGF-β2 erhöht zu sein scheint (nach 12 Stunden 9-fache Erhöhung). Die 

Transkription von TGF-β1 hat sich hierbei nach 24 Stunden unter Stimulation mit 

Noradrenalin ungefähr verdoppelt [188-190]. Ka-Bik et al. konnten nachweisen, dass 

es unter Norepinephrin nach 24 Stunden zu einem Anstieg der TGF-β1 Sekretion 

(100 % unter 0,01 µM bzw. 200 % unter 0,1 µM) und TGF-β1 Transkription (23 – 45 

%) durch kardiale Fibroblasten kam. In dieser Arbeit verursachten höhere 

Konzentrationen von Norepinephrin jedoch eine Abnahme der TGF-β1 Sekretion, 

sodass sich diese wieder dem Kontrollniveau annäherte [184]. O´Callaghan et al. 

bestätigten diese Ergebnisse in Stimulationsexperimenten mit glatten Muskelzellen. 

Hierbei verhielten sich die Stimulanzien jedoch grundsätzlich gegensätzlich. 

Während Phenylephrin als Norepinephrinanalogon die Transkription steigerte, kam 

es unter Isoproterenol zu einer Verringerung dieser [167].  
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Diskussion 

In den genannten Arbeiten zeigte sich, dass Sympathomimetika in vitro meist mit 

einer Steigerung der TGF-β1 Sekretion und Expression von mesenchymalen Zellen 

verschiedener Organsysteme einherging. Hierbei schienen diese im Vergleich zur 

Zelllinie 6606-PDA mit einem deutlich stärkeren Anstieg von TGF-β1 zu reagieren. 

Dabei scheint die Sekretionssteigerung durch mesenchymale, nicht maligne Zellen 

ebenso abhängig von der Konzentration des Stresshormons zu sein wie in den 

malignen Zellen der hier vorliegenden Arbeit. Ob diese Effekte auf parakrine 

Mechanismen oder das experimentelle Setup zurückzuführen sind bleibt fraglich. 

Vergleicht man die Ergebnisse für Zelllinien unterschiedlicher Entität stellt sich die 

Frage ob die untersuchten Tumorzellen auf Sympathomimetika weniger reagibel sind 

als bspw. kardiale Fibroblasten/Myozyten.  

 

In einer aktuellen Arbeit konnte gezeigt werden, dass kolorektale und pulmonale 

Tumorzelllinien mit einem deutlich stärkeren Anstieg der TGF-β1 Konzentration im 

Zellüberstand reagierten, als die hier untersuchte Pankreaskarzinomzelllinie 6606-

PDA [191]. Kritisch angemerkt werden muss jedoch, dass in dieser Arbeit statt 24 

Stunden eine Stimulationsdauer von 48 bzw. 72 Stunden gewählt wurde und dass es 

sich um humane Karzinomzelllinien handelte. Zusätzlich zeigte diese Arbeit, dass 

eine Sekretionssteigerung von TGF-β1 nicht über eine Steigerung der Transkription 

entsprechender Zielgene verursacht sein muss. Insgesamt stellt sich die Frage, 

inwiefern die reine Sekretionssteigerung durch Mechanismen wie die Entleerung 

intrazellulärer Speicher bzw. eine gesteigerte Transkription zustande kommt. Zhang 

et al. merkten an, dass unterschiedliche Karzinomzelllinien unterschiedliche 

Sensitivitäten und Reaktionsmechanismen gegenüber Katecholaminen besitzen 

könnten [191]. Insgesamt gibt es in der Literatur jedoch wenige Arbeiten zur TGF-β- 

Expression von Pankreaskarzinomzellen unter Stressbedingungen in vitro.  

 

Stresshormone haben auch einen Einfluss auf die Sekretion anderer Proteine wie 

VEGF und MMP’s, die von Tumorzellen selbst exprimiert werden und das 

Tumorwachstum beeinflussen können. Durch unterschiedliche Konzentrationen von 

Norepinephrin kam es unter Stimulation von humanen Nasopharynxkarzinomzellen 

in vitro zu einem Anstieg von VEGF, MMP-2 und MMP-9 im Zellkulturüberstand. 

Dieser Anstieg korrelierte direkt mit der Konzentration des Stimulans. Im Verlauf von 

24 Stunden betrug der Anstieg bis zu 100 % (MMP-2) bzw. 200% (VEGF, MMP-9). 
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Es kam zu keiner gesteigerten Transkription entsprechender Zielgene, sodass die 

Autoren von einer vermehrten Proteinfreisetzung aus intazellulären Speichern 

ausgingen [158].  Humane Melanomzellen reagieren ebenfalls mit einer um  150 % 

gesteigerten Sekretion von VEGF unter Stimulation mit Norepinephrin. Hierbei kam 

es im Vergleich zur oben genannten Arbeit auch zu einer gesteigerten Transkription 

der VEGF-Zielgene [157]. Auch einige humane Prostata-, Mamma- und 

Leberzellkarzinomzelllinien reagierten unter Stimulation mit Norepinephrin mit einem 

deutlichen, konzentrationsabhängigen Anstieg der Sekretion (um 100 – 200 %) und 

Transkription von VEGF [159]. Allerdings gab es in dieser Versuchsreihe auch 

Karzinomzelllinien, bei denen sich keine Steigerung der VEGF Sekretion unter 

Stimulation nachweisen ließ. In Stimulationsexperimenten mit humanen 

Ovarialkarzinomzellen stimulierte neben Norepinephrin auch Isoproterenol zeit- und 

konzentrationsabhängig die Sekretion und Transkription von Interleukin 6 (beteiligt 

an Tumorangioneogenese und Metastasierung) um das bis zu 140-fache. Bei einer 

Ovarialkarzinomzelllinie verursachten beide Sympathomimetika ähnliche Effekte 

bezüglich der IL-6 Sekretion  [192]. Diese Tatsache korrespondiert mit Resultaten 

der hier vorliegenden Arbeit, in der nach 24 Stunden sowohl Isoproterenol als auch 

und Norepinephrin eine ähnliche Steigerung der TGF-β1 Konzentration im 

Zellüberstand bewirkt haben. In der genannten Arbeit kam es unter Stimulation mit 

äquivalenten Dosen von Sympathomimetika teilweise zu einem deutlichen Anstieg 

von Wachstumsfaktoren wie MMP’s und VEGF im Zellkulturüberstand humaner 

Karzinomzelllinien (ca. 100 – 200% nach 24 Stunden). Die in dieser Arbeit genutzte 

murine Zelllinie 6606-PDA reagierte im Gegensatz hierzu mit einem vergleichsweise 

moderaten Anstieg der TGF-β1 Sekretion (um ca. 23% nach 24 Stunden). Insgesamt 

scheinen verschiedene Mechanismen (Freisetzung intrazellulärer Speicher/ De-novo 

Synthese) an der Sekretionssteigerung von Wachstumsfaktoren durch 

Karzinomzellen beteiligt zu sein. Unterschiedliche Tumorzelllinien reagieren auf 

Stimulation durch äquivalente Stresshormondosen mit unterschiedlichen zeitlichen 

und konzentrationsabhängigen Sekretionsmustern verschiedener 

Wachstumsfaktoren. In der Literatur gibt es zusätzlich Hinweise darauf, dass je nach 

Dauer des einwirkenden Stresses dieser auch gegensätzliche Auswirkungen auf das 

Tumorwachstum bzw. das Immunsystem haben kann [193, 194]. 
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Vergleicht man den zeitlichen Verlauf der TGF-β1 Sekretionssteigerung dieser 

Arbeit, so zeigt sich, dass Norepinephrin kurzfristig zu einem etwas schnelleren 

Anstieg der TGF-β1 Konzentration führte als Isoproterenol. Bereits nach 6 Stunden 

unter 10 µM Norepinephrine kam es zu einer Steigerung der Sekretion von 15 %. 

Unter 10 µM Isoproterenol kam es erst nach 12 Stunden zu einer Steigerung um 10 

%. Nach 24 Stunden lag die TGF-β1 Konzentration im Zellüberstand in beiden 

Versuchsgruppen jedoch auf ähnlichem Niveau (20 % unter Norepinephrin; 23,4 % 

unter Isoproterenol). Dies könnte durch die unterschiedlichen Verteilungsmuster der 

verschiedenen Adrenorezeptoren auf der Tumorzelle bzw. deren unterschiedliche 

Sensitivität gegenüber den Liganden erklärt werden [195]. Insgesamt scheint die 

TGF-β1 Konzentration nach 24 Stunden weniger stark von der Konzentration des 

Sympathomimetikums abhängig zu sein als noch nach 12 Stunden. Man könnte von 

einer zunehmenden Stagnation der Sekretionssteigerung sprechen. Dies könnte 

unter anderem, wie bereits erläutert, damit zusammenhängen, dass 6606-PDA 

primär mit einer Steigerung der Sekretion von präformiertem, intrazellulärem TGF-β1 

auf die Stimulation mit Stresshormonen reagiert. Dabei würde keine erhöhte 

Transkription/Translation der Zielgene erfolgen. Dieser Effekt wurde bereits von 

Yang et al. für andere Proteine beschrieben [158]. Erschöpfte intrazelluläre 

Reserven, ohne gesteigerte Transkription, würden hierbei zu einer Stagnation bzw. 

Verlangsamung der Sekretion führen. Unklar ist, in welchem Umfang eine spontane 

Degradation bzw. ein zellvermittelter Abbau der Sympathomimetika an einer 

verringerten Konzentration von Stimulanzien und somit verringerter Wirkung in vitro 

beteiligt ist [196-199]. Eine erhöhte Sekretion von TGF-β1 könnte die Tumorzellen 

zusätzlich im Sinne eines verstärkten autokrinen Feedback Mechanismus 

beeinflussen. Über eine negative Regulation der Beta-Adrenorezeptordichte bzw. 

deren Funktion könnten die Tumorzellen gegenüber Stresshormonen eine 

abnehmende Sensibilität aufweisen [169, 200]. Dies könnte ebenfalls zu einer 

Stagnation der Sekretion beitragen. In Untersuchungen von kardialen Fibroblasten 

konnte gezeigt werden, dass sowohl TGF-β1, als auch die Kollagenexpression unter 

Stimulation mit Norepinephrin nach 24 Stunden erhöht war . Es kam jedoch zu keiner 

weiteren Steigerung der Kollagenexpression nach 48 bzw. 72 Stunden [184]. Dies 

könnte die oben genannte These der negativen Regulation der Beta-

Adrenorezeptordichte durch TGF-β1 und der damit verbundenen Desensibilisierung 

unterstützen. Insgesamt scheint es bei den verschiedenen Zellarten ein von der 
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Konzentration des Stresshormons und Dauer der Stimulation abhängiges Optimum 

der Sekretionssteigerung von TGF-β1 zu geben. Zusätzlich scheinen  die Zellarten 

unterschiedliche  Reagibilitäten auf verschiedene Sympathomimetika zu besitzen.  

 

Wir führten Proliferationsmessungen unter Stimulation mit Sympathomimetika durch. 

durch. Hierbei sollte überprüft werden, ob Stresshormone über eine Steigerung der 

proliferativen Aktivität der Tumorzellen eine relative Steigerung der TGF-β1 Sekretion 

verursachen könnten. Es konnte gezeigt werden, dass weder Norepinephrin noch 

Isoproterenol in unserem experimentellen Versuchsaufbau einen signifikanten 

Einfluss auf die proliferative Aktivität von 6606-PDA hatten. In Vorversuchen hatte 

zumindest Isoproterenol tendenziell einen positiven Einfluss auf die 

Proliferationsrate. Jedoch ließen sich diese Ergebnisse nicht konsequent 

reproduzieren. Tendenziell waren sehr hohe Konzentrationen von Stresshormonen 

eher mit einer Abnahme der proliferativen Aktivität nach 24 Stunden verbunden. 

Weddle et al. konnten zeigen, dass Nitrosamine-4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-

1-butanon (NNK) als Beta-Adrenorezeptoragonist, in der Lage war, die Proliferation 

von humanen Pankreaskarzinomzelllinien unterschiedlich zu beeinflussen. Während 

die Zelllinie Panc-1 auf Stimulation mit einer signifikanten Steigerung der Proliferation 

um 50 % reagierte, konnte für die Zelllinie BxPc-3 keine signifikant erhöhte 

Proliferation nachgewiesen werden. Als Erklärung hierfür zogen die Autoren die Ki-

Ras Mutation der Zelllinie Panc-1 und die vermutlich damit veränderte Sensitivität der 

Beta-Adrenorezeptoren heran. Unter Stimulation in nährstoffarmem Medium wurde 

die Proliferationsrate von Panc-1 sogar noch verstärkt. [163]. Im Gegensatz hierzu 

zeigten Schuller et al., dass BxPc-3 und auch Panc-1 ähnlich auf Stimulation mit 

Isoproterenol reagierten. Nach 72 Stunden Stimulation mit 0,01 µM Isoproterenol 

kam es sowohl bei BxPc-3, als auch bei Panc-1 zu einem Anstieg der DNA-Synthese 

um knapp 200 % Dieser Versuch erfolgte ohne Zugabe von FCS [201]. Stock et al. 

zeigten, dass entgegen mehreren Arbeiten in der Literatur [202, 203], Norepinephrin 

(10 µM) bzw. Phorbol-12-myristat-13-Azetat (PMA; direkter Aktivator der 

Proteinkinase C) keinen positiven Einfluss auf die Proliferation von 

Pankreaskarzinomzellen (Panc-1, MiaPaCa2) hatten. PMA reduzierte sogar die 

proliferative Aktivität. Die Autoren gingen davon aus, dass die an den Betarezeptor 

gekoppelte, Signalkaskade bereits maximal aktiviert war und keine weitere 

Steigerung möglich war. Zusätzlich stellten Sie die Hypothese auf, dass 
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Sympathomimetika über eine negative Beeinflussung alternativer Signalkaskaden 

(p38/MAPK) einen eher hemmenden Einfluss ausübten  [204]. Zusätzlich schienen 

weitere Stimulationsbedingungen einen Einfluss auf die Reagibilität der Zellen auf 

Stresshormone zu haben. Weddle et al. konnten zeigen, dass ein 

Proliferationsoptimum der Zelllinie Panc-1 unter Stimulation mit 0,1 µM NNK bestand. 

Höhere Konzentrationen des Stimulans führten eher zu niedrigeren 

Proliferationsraten [163]. Wang et al. zeigten ebenfalls, dass die humanen Zelllinien 

MiaPaCa-2 und BxPc-3 unter niedrig dosiertem Norepinephrin (0,01 µM) nach 48 

Stunden mit einem tendenziellen Anstieg der Proliferation reagierten. Zusätzlich 

bestätigte diese Arbeit, dass  höhere Konzentrationen von Norepinephrin (1 µM bzw. 

10 µM) die proliferative Aktivität der Tumorzellen eher hemmten [205].  Insgesamt ist 

die Datenlage zum proliferativen Einfluss von Katecholaminen auf 

Pankreaskarzinomzellen sehr heterogen. Ob und in welchem Ausmaß eine 

Pankreaskarzinomzelllinie in vitro auf Stresshormone reagiert, scheint von der 

spezifischen Zelllinie, den Kulturbedingungen und dem experimentellen Design 

abzuhängen. Die Ergebnisse der oben zitierten Arbeiten decken sich jedoch mit 

Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit dahingehend, dass es hier unter hohen 

Konzentrationen von Norepinephrin (10 µM) bzw. Isoproterenol (10 µM) tendenziell 

zu einer geringeren Proliferation der Zelllinie 6606-PDA kam. Die in dieser Arbeit 

nachgewiesene Steigerung der Sekretion von TGF-β1 schien somit nicht durch eine 

gesteigerte Proliferationsrate der Tumorzellen unter Stresshormonen verursacht 

gewesen zu sein. Hypothetisch wäre es auch denkbar, dass eine gesteigerte TGF-β1 

Sekretion bei intakter Signalkaskade die Proliferation der Karzinomzellen im Sinne 

eines autokrinen Loops hemmen könnte [206]. 

 

Die Ergebnisse der in vivo Arbeiten zum Einfluss von chronischem Stress auf das 

Wachstum des Pankreaskarzinoms erscheinen insgesamt homogener. Es wird 

beschrieben, dass chronischer Stress über einen längeren Zeitraum eine Steigerung 

des Wachstums von Pankreaskarzinomen bewirkt [203, 207-209]. Diese Ergebnisse 

decken sich auch mit Arbeiten zum Einfluss von chronischem Stress auf das 

Wachstum anderer Tumorentitäten [210, 211]. Die Arbeit von Lamkin et al. 

beschreibt gegensätzliche Einflüsse von Stresshormonen auf die proliferative 

Aktivität von leukämischen Zellen der B-Zell Reihe (B-ALL). Während Stresshormone 

in vitro keinen Einfluss auf die proliferative Aktivität von humanen Nalm-6 prä-B ALL 
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Zellen hatte, konnte in vivo nach Stimulation mit Stresshormonen ein deutlicher 

Zuwachs der Tumorlast und der Dissemination nachgewiesen werden. Für diesen 

Zusammenhang führten die Autoren an, dass die gesteigerte Proliferation in vivo 

durch andere Zellen des Mikro- bzw. Makromilieus, welche durch die Stresshormone 

beeinflusst werden, verursacht werden könnte [212]. Kim-Fuchs et al. zeigten für das 

Pankreaskarzinom genau denselben Zusammenhang. Sie konnten zeigen, dass die 

proliferative Aktivität der Zelllinie PANC-1 in vitro unter Stimulation mit Isoproterenol 

nicht erhöht war. Bei orthotoper Injektion dieser Zelllinie in das murine Pankreas 

zeigten diese Tumoren unter chronischem Stress jedoch ein deutlich stärkeres 

Wachstum. Kritisch anzumerken ist, dass es sich bei den genutzten Versuchstieren 

um athyme Nacktmäuse handelte [208]. Diese Ergebnisse konnten für die murine 

Zelllinie 6606-PDA bestätigt werden. Im orthotopen Pankreaskarzinommodell von 

6606-PDA in vivo konnte eine signifikante Steigerung der Tumorgröße unter 

chronischen Stressbedingungen gezeigt werden [209]. Im Gegensatz hierzu konnte 

in den in vitro Proliferationsversuchen der vorliegenden Arbeit keine reproduzierbare, 

signifikante Steigerung der proliferativen Aktivität von 6606-PDA unter Isoproterenol 

oder Norepinephrin nachgewiesen werden.  

 

Insgesamt zeigte sich, dass der positive Effekt der Stresshormone auf das 

Tumorwachstum in vivo wahrscheinlich indirekt vermittelt wurde. Hierbei könnten 

erhöhte Katecholaminkonzentrationen eine gesteigerte Sekretion von 

Wachstumsfaktoren durch Zellen des Tumormikromilieus verursachen. Diese 

wiederum würden das Tumowachstum bspw. durch vermehrte Angioneogenese oder 

Rekrutierung bzw. Differenzierung von Immunzellen beeinflussen und könnten somit 

das Wachstum des Tumors begünstigen. Aufgrund der fehlenden Interaktion der 

Bestandteile des Tumormikromilieus mit den Tumorzellen in vitro könnte ein positiver 

Effekt von Stresshormonen auf die Proliferation von 6606-PDA hierbei ausbleiben. 

Insgesamt kann postuliert werden, dass eine Erhöhung der TGF-β1 Sekretion im 

Zellüberstand von 6606-PDA unter Stimulation mit Stresshormonen nicht durch eine 

gesteigerte Proliferation der Pankreaskarzinomzellen verursacht zu sein scheint. 
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Um die in der Zellkultur gewonnenen Erkenntnisse und deren Bedeutung für 

komplexe biologische Systeme zu untersuchen, werden biologisch und klinisch 

relevante Pankreaskarzinommodelle benötigt. In der Literatur findet man diverse 

Pankreaskarzinommodelle, die in verschiedenen Spezies, wie bspw. Maus und Ratte 

etabliert wurden [171, 213]. Zum einen werden transgene Modelle verwendet, bei 

denen es durch gezielte genetische Manipulation zur spontanen Entstehung von 

Pankreaskarzinomen kommt [214]. Der Nachteil ist, dass die Anzahl der Tumoren 

und vor allem der Zeitpunkt der Tumorentstehung nicht sicher vorherzusagen sind. 

Weiterhin gibt es xenogene und syngene Implantationsmodelle, bei denen eine 

Implantation von Tumorzellen oder Tumorgewebe jeweils heterotop oder orthotop 

erfolgen kann [171, 214]. Damit die xenogene Implantation erfolgreich und effizient 

ist, muss sie in immunkompromittierten oder SCID-Versuchstieren (Severely 

combined immunodeficiency) erfolgen [215]. Der Vorteil des syngenen 

Pankreaskarzinommodells gegenüber xenogenen Modellen besteht in einem intakten 

Immunsystem und der damit erhaltenen biologischen Interaktion zwischen den Zellen 

des Immunsystems und den Karzinomzellen als wichtigem Regulationsprozess der 

Karzinogenese [76, 78]. Der Vorteil der orthotopen Implantation von 

Pankreaskarzinomzellen gegenüber der heterotopen Methode besteht darin, dass 

das klinisch relevante Tumormikromilieu mit den darin vorhandenen 

Wachstumsfaktoren und Tumor-Stroma-Interaktionen realitätsgetreuer abgebildet 

werden kann [60, 74]. Da sich psychischer Stress und die dabei sezernierten 

Katecholamine über die Beeinflussung verschiedener Zellen des Tumormikromilieus 

auf die TGF-β Sekretion des Pankreaskarzinoms auswirken können, ist das syngene, 

orthotope Pankreaskarzinommodell für die in vivo Experimente dieser Arbeit unserer 

Meinung nach optimal geeignet [171].  

 

In vitro konnten wir nachweisen, dass Stresshormone kurzfristig zu einer Steigerung 

der  TGF-β1 Sekretion durch Pankreaskarzinomzellen der Zelllinie 6606-PDA 

führten. Entsprechend untersuchten wir anschließend den Einfluss von chronischem 

Stress auf die TGF-β1 Konzentration des Pankreaskarzinoms in vivo. Hierzu nutzten 

wir ein orthotopes, syngenes, murines Pankreaskarzinommodell in Kombination mit 

einem psychischen Stressmodell zur Simulation von chronischem Stress 

(akustischer Stress, räumlicher Engestress) [216, 217]. Die Seren und Tumoren der 
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Versuchstiere wurden mittels ELISA und Immunhistochemie auf TGF-β1 bzw. TGF-β 

untersucht. 

Unter chronischem Einfluss von Stress zeigte sich, dass die Versuchstiere der 

Experimentalgruppe tendenziell weniger TGF-β1 im Serum enthielten, als die 

Kontrolltiere. Hierbei kam es im Mittel zu einer Verringerung der TGF-β1 

Konzentration um rund 29 %. Für dieses Ergebnis bestand allerdings knapp kein 

signifikanter Zusammenhang (p < 0,06). In der Literatur gibt es zum aktuellen 

Zeitpunkt keine Ergebnisse zur TGF-β1 Serumkonzentration unter 

Stressbedingungen in Bezug auf das Pankreaskarzinom. Es gibt wenige Arbeiten zur 

Serumkonzentration von TGF-β1 bei Pankreaskarzinompatienten. Bernstorff et al. 

konnten nachweisen, dass im Serum von Pankreaskarzinompatienten der 

Gesamtgehalt von TGF-β1 mit 35 pg/ml um etwa 350 % gesteigert war im Vergleich 

zu gesunden Patienten mit Serumkonzentrationen von etwa 7,5 pg/ml.  Für diesen 

Zusammenhang bestand jedoch keine statistische Signifikanz [143]. Bellone et al. 

beschrieben ebenfalls eine erhöhte TGF-β1 Konzentration im Serum von 

Pankreaskarzinompatienten. In dieser Arbeit war die Konzentration bei 

Karzinompatienten mit 947 pg/ml um etwa 150 % erhöht verglichen mit gesunden 

Patienten [218]. Erhöhte Serumkonzentrationen von TGF-β1 scheinen bei 

Pankreaskarzinompatienten mit einer erhöhten Mortalität einherzugehen [219, 220]. 

Auch bei Patienten mit Tumorentitäten wie bspw. Magen- und Mammakarzinom 

gingen erhöhte TGF-β1 Serumkonzentrationen mit einem fortgeschrittenem 

Tumorstadium einher [221, 222]. 

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Seren der Versuchstiere unter 

chronischem Stresseinfluss geringere TGF-β1 Serumkonzentrationen aufwiesen, als 

die Kontrollgruppen. Im Gegensatz hierzu konnte in der Vergangenheit unter 

denselben Versuchsbedingungen gezeigt werden, dass chronischer Stress mit einem 

stärkeren Wachstum von orthotopen Tumoren der Zelllinie 6606-PDA in der Maus 

einherging [223]. Entsprechend schienen sich die Tumorgröße und TGF-β1 

Serumkonzentration im murinen Pankreaskarzinommodell unter chronischem Stress 

indirekt proportional zueinander zu verhalten. In der Literatur gibt es ebenfalls 

Hinweise darauf, dass geringere TGF-β1 Serumkonzentrationen mit einem 

fortgeschrittenen Tumorprozess assoziiert sein können. Sowohl Moon et al. als auch 

Wu et al. konnten zeigen, dass Patienten mit Gebärmutterhalskrebs um 22 – 26 % 

verringerte TGF-β1 Serumkonzentrationen  aufwiesen verglichen mit gesunden 

69 
 



 
Diskussion 

Patientinnen [224, 225]. Baharlou et al. konnten nachweisen, dass gesunde 

Patienten um 84 % höhere TGF-β1 Serumkonzentrationen aufwiesen als Patienten 

mit einem Blasenkarzinom. Dabei stellten die Autoren unter anderem die Theorie auf, 

dass das Immunsystem durch spezielle IL-17 produzierende regulatorische T-Zellen 

negativ beeinflusst sein könnte und entsprechend die verringerte TGF-β1 

Serumkonzentration die unterdrückte systemische Immunantwort reflektierte [226]. In 

einer Arbeit von Angenete et al. konnte gezeigt werden, dass sich die Konzentration 

von TGF-β1 im Tumor und Serum gegensätzlich verhielten. Während Patienten mit 

metastasierten kolorektalen Karzinomen höhere lokale Konzentrationen von TGF-β1 

im Tumor aufwiesen, zeigten diese gleichzeitig eine geringere TGF-β1 

Serumkonzentration im Vergleich zu Patienten mit kolorektalen Karzinomen ohne 

Zeichen einer Metastasierung [227]. Insgesamt müssen bei allen genannten Arbeiten 

zur Serumkonzentration von TGF-β1 die Entnahmebedingungen bzw. 

Entnahmezeitpunkte kritisch betrachtet werden, da sich diese sowohl auf die 

absolute, als auch auf die relative TGF-β1 Serumkonzentration auswirken und somit 

die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studienergebnisse erschweren könnte. 

Entsprechend der oben genannten Arbeiten scheint die TGF-β1 Serumkonzentration 

in Abhängigkeit vom Tumorstadium und der Tumorentität unterschiedlich stark mit 

dem Tumorprozess zu korrelieren. Somit scheint das Zusammenspiel lokaler 

(Primärtumor) und systemischer (Serum) Konzentration von TGF-β1 die 

Wachstumseigenschaften von Tumoren und somit deren Prognose unterschiedlich 

stark zu beeinflussen. Wie lässt sich nun eine indirekte Korrelation der TGF-β1 

Serumkonzentration und des gesteigerten Wachstums/Metastasierungsverhalten bei 

Karzinomen im Allgemeinen und der 6606-PDA Pankreaskarzinome im Besonderen 

unter Stressbedingungen erklären? Man weiß, dass chronischer Stress zu einer 

Supprimierung des Immunsystems führt. Hierbei wird die T-Zell- Aktivierung, 

Antigenpräsentation und Ausschüttung von Entzündungsmediatoren negativ 

beeinflusst [194]. Bereits milde Stressbedingungen führen im Tiermodell zu einer 

signifikanten Verringerung der Zahl an B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten im 

peripheren Blut. Dhabar et al. vermuteten, dass eine Umverteilung im Sinne einer 

Retention von zirkulierenden Immunzellen in Milz, Lymphknoten und Knochenmark 

für diesen Effekt verantwortlich zu machen sei [228]. Da TGF-β1 von allen 

Leukozytenpopulationen produziert wird, wäre es plausibel, dass eine signifikante 

Verringerung zirkulierender Blutleukozyten mit einer Verringerung der TGF-β1 
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Serumkonzentration einhergehen könnte [229]. Entsprechend lässt sich die 

Hypothese aufstellen, dass chronische Stressbedingungen im murinen 

Pankreaskarzinommodell der Zelllinie 6606-PDA über eine systemische Hemmung 

bzw. Redistribution der Zellen des Immunsystems eine verringerte TGF-β1 

Serumkonzentration verursachen könnten. Somit könnte grundsätzlich das 

metastatische Potential des Pankreaskarzinoms gesteigert werden, da geringere 

TGF-β1 Serumkonzentrationen die Invasion von Tumorzellen in periphere Organe 

erleichtern könnten [227]. Der Einfluss von chronischem Stress ändert sich im 

zeitlichen Verlauf bezüglich der Verteilung von Blutleukozyten [194]. Insofern stellt 

sich die Frage, welchen Einfluss der zeitliche Verlauf der Redistribution von 

Immunzellen unter Stressbedingungen auf den zeitlichen Verlauf des 

Tumorwachstums (Frühstadium/Spätstadium) sowie die Dynamik der TGF-β1 

Serumkonzentration hat. Dieser Zusammenhang müsste in weiteren Studien geklärt 

werden. 

 

Zusätzlich untersuchten wir die TGF-β Konzentration in den Pankreastumoren der 

Versuchstiere aus den in vivo Stressexperimenten. Abou-Shady et al. konnten 

immunhistochemisch in hepatozellulären  Karzinomen (HCC) eine Erhöhung aller 3 

Isoformen im Vergleich zum normalen Lebergewebe nachweisen [230]. Satoh et al. 

konnten nachweisen, dass das Tumorstroma von Pankreaskarzinomen eine stärker 

ausgeprägte TGF-β1 Expression aufwies verglichen mit dem entzündlich 

veränderten Stroma der Patienten mit chronischer Pankreatitis [141]. Im Rahmen des 

kolorektalen Karzinoms korreliert die TGF-β1 Expression des Tumors mit einem 

fortgeschrittenen Tumorprozess [227]. Im Rahmen der immunhistochemischen 

Aufarbeitung der Pankreastumoren aus den Stressexperimenten konnte gezeigt 

werden, dass die orthotopen Tumoren von 6606-PDA in murinen Versuchstieren 

TGF-β exprimierten. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Tumoren der 

Versuchstiere unter Stresseinfluss deutlich mehr TGF-β exprimierten, als die 

Tumoren der Kontrollgruppe. Dabei wurde deutlich, dass sowohl das Zytosol der 

Zellen des Tumormikromilieus, als auch das Interstitium deutlich mehr TGF-β 

enthielten, als die Vergleichsgruppe ohne Stressbedingungen. Der Unterschied 

betrug in etwa 8% und war höchst signifikant. Es lag eine diffuse Verteilung von 

TGF-β in den Tumoren und dem Interstitium vor. Entsprechend ist eine genaue 

Aussage zur Beteiligung der einzelnen Zellpopulationen an der TGF-β Erhöhung in 
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den Pankreastumoren schwierig. Dennoch zeigte sich immunhistochemisch bei 

genauerer Betrachtung, dass sowohl die Tumorzellen, als auch spindelzellartige, 

interstitielle Zellen mit vermehrtem Zytoplasma eine Erhöhung von zytosolischem 

TGF-β aufwiesen. Ob es sich bei diesen spindelzellartigen Zellen um Fibroblasten 

oder M2-Makrophagen handelte [87, 231], sollte in zukünftigen Experimenten geklärt 

werden. 

 

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass chronischer Stress mit einem 

stärkeren Wachstum von orthotopen 6606-PDA Tumoren in der Maus einherging 

[223]. Angesichts dieser Tatsache und in Zusammenfassung der Ergebnisse dieser 

Arbeit scheint ein stärkeres Tumorwachstum der murinen Zelllinie 6606-PDA unter 

Stressbedingungen in vivo mit einer erhöhten Expression von TGF-β im Zytosol 

sowie einer stärkeren Sekretion von TGF-β in das Tumorinterstitium einherzugehen. 

Eine direkte Korrelation zwischen der TGF-β Konzentration des Tumors mit 

fortgeschrittenem Tumorleiden und reduziertem Überleben konnte bereits von Friess 

et al. nachgewiesen werden [142]. Unklar ist jedoch, ob ein unter Stresshormonen 

verstärktes Wachstum von Pankreastumoren in vivo durch eine erhöhte TGF-β 

Konzentration im Tumor verursacht wird, oder die unter Stressbedingungen größeren 

Tumoren in vivo einfach vermehrt TGF-β ausschütten. 

Desweiteren bleibt offen, inwiefern eine Transkriptionssteigerung bzw. veränderte 

posttranskriptionelle Modifikation von TGF-β in den verschiedenen Zellpopulationen 

zu dieser Steigerung der TGF-β Konzentration beitrug. Für die Immunhistochemie 

der vorliegenden Arbeit wurde ein Antikörper genutzt, der mit allen 3 Isoformen 

reagierte. Entsprechend kann keine Aussage darüber getroffen werden, welche 

Isoform in welchem Maße zur Steigerung der TGF-β Gesamtkonzentration betrug. 

Unter 4.1 konnte grundsätzlich gezeigt werden, dass 6606-PDA Tumorzellen auf 

Stresshormone mit einer Steigerung der TGF-β1 Expression reagierten. Briest et al. 

zeigten jedoch, dass Fibroblasten auf Stresshormone neben einer Erhöhung der 

TGF-β1 Expression zusätzlich mit einer Steigerung der TGF-β2 Sekretion reagierten 

[188]. In der Literatur gibt es jedoch Hinweise darauf, dass TGF-β1 über eine 

Autoinduktion und eine Steigerung der TGF-β1 Transkription in der Lage ist, die 

eigene Konzentration zu steigern [232, 233]. Somit wäre eine Steigerung der TGF-β1 

Expression im Tumor unter Stressbedingungen auch über einen autokrinen Loop 

denkbar. Zukünftige Untersuchungen sollten den Anteil der einzelnen Isoformen an 
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der Steigerung der gesamten TGF-β Expression unter Stressbedingungen näher 

untersuchen.  

 

In der Literatur zeigte sich, dass nicht nur Tumorzellen selbst, sondern auch Zellen 

des Interstitiums auf Stresshormone insbesondere mit einer Erhöhung TGF-β1 

Expression reagieren können. Unter anderem verursachen Stresshormone eine 

Umpolung von M1- in M2-Makrophagen, welche in der Lage sind, vermehrt TGF-β1 

zu exprimieren [234-236]. Zusätzlich sind Fibroblasten des Tumormikromilieus fähig, 

TGF-β1 auszuschütten und haben somit einen positiven Einfluss auf die Progression 

des Pankreaskarzinoms [231, 234, 237]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass 

Fibroblasten sowohl in vitro, als auch in vivo auf Stresshormone mit einer teilweise 

deutlich erhöhten Expression von TGF-β1 reagierten [165, 189, 238]. In anderen 

Arbeiten zeigte sich, dass chronischer Stress im Pankreaskarzinom die Expression 

anderer Wachstumsfaktoren wie VEGF, MMP-2 und MMP-9 sowohl in vivo als auch 

in vitro erhöhte [239, 240]. Dabei ist bekannt, dass Proteinasen wie MMP-2 oder 

MMP-9 insbesondere TGF-β1 von seiner inaktiven in die aktive Form überführen 

können [241-243].  

 

Insgesamt stellt sich die Frage, ob chronischer Stress im Rahmen dieser Arbeit zu 

einer de-novo-Sekretion von freiem/aktivem TGF-β (bzw. TGF-β1) durch die Zellen in 

das Interstitium geführt hat. Im Gegensatz hierzu könnte eine stressinduzierte 

Erhöhung der MMP Expression zu einer vermehrten Umwandlung von bereits 

extrazellulär vorliegendem, inaktivem TGF-β in die aktive Form geführt und so eine 

Steigerung der TGF-β Konzentration bewirkt haben. In welcher Form autokrine bzw. 

parakrine Einflüsse von sezernierten Zytokinen an einer Verstärkung der TGF-β1 

Expression unter Stressbedingungen beteiligt waren, bleibt fraglich [237]. Da TGF-β1 

einen Einfluss auf die malignen Eigenschaften des Pankreaskarzinoms zu haben 

scheint, sollte das Zusammenspiel von TGF-β1 sowie den Zellen des 

Tumomikromileus unter Stressbedingungen in zukünftigen Studien evaluiert werden. 
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6 Zusammenfassung 

Das Pankreaskarzinom ist eine Erkrankung, welche durch ein aggressives 

Wachstum und Metastasierungsverhalten, eine späte klinische Manifestation und 

eine hohe Mortalität der Patienten gekennzeichnet ist. In den letzten Jahren rückte 

der Einfluss des Tumormikromilieus auf die Wachstumseigenschaften des 

Pankreaskarzinoms zunehmend in den Fokus der Forschung. Hierbei scheinen nicht 

nur die zellulären Bestandteile eine Rolle zu spielen, sondern auch 

Wachstumsfaktoren, die zu einer Modulation von Wachstums- und 

Metastasierungsbedingungen beitragen. Die lokale und systemische Bedeutung von 

TGF-β1 als Wachstumsfaktor für das Pankreaskarzinom scheint dabei ambivalent zu 

sein. In Abhängigkeit von der Tumorentität, seiner Konzentration und der Verteilung 

über einen bestimmten Zeitraum scheint es teilweise gegensätzliche Funktionen zu 

übernehmen. Zu evaluieren galt es, ob Stresshormone einen Einfluss auf die TGF-β1 

Sekretion im Pankreaskarzinom ausübten. 

 

In vitro konnten wir in Versuchen mit Stresshormonen zeigen, dass die murine 

Pankreaszelllinie 6606-PDA sowohl unter dem α-Agonisten Norepinephrin, als auch 

unter dem β -Agonisten Isoproterenol mit einer Steigerung der TGF-β1 Sekretion in 

einem zeit- und konzentrationsabhängigen Kontext reagierte. Dieser Effekt wurde 

nicht durch eine signifikant gesteigerte Proliferation verursacht. In vivo konnte dieser 

Effekt ebenfalls nachgewiesen werden, da TGF-β auch in den Tumoren der 

chronisch gestressten Versuchstiere, sowohl intrazellulär als auch zytosolisch, erhöht 

war. Im Gegensatz hierzu waren die TGF-β1 Serumkonzentrationen der 

Versuchstiere unter Stressbedingungen tendenziell erniedrigt. Somit könnte TGF-β1 

in unserem murinen Pankreasmodell an der Stress-vermittelten Tumorprogression 

beteiligt sein. 

 

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass Mäuse unter 

Stressbedingungen größere Pankreastumore ausbilden. Ob die Größe der Tumoren 

unter Stressbedingungen mit der lokal gesteigerten TGF-β Sekretion direkt korreliert, 

sollte in zukünftigen Arbeiten weiter untersucht werden. Desweiteren sollte in 

weiteren Arbeiten eine genaue Unterscheidung bezüglich der Steigerung der 

einzelnen Isoformen bzw. deren inaktiven Vorstufen unter Stressbedingungen 
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getroffen werden. Insgesamt sind weitere Untersuchungen notwendig um das 

Interaktionspotential von Stresshormonen mit anderen Wachstumsfaktoren, 

Signalkaskaden und zelluläre Komponenten in Bezug auf die TGF-β bzw- TGF-β1 

Sekretion Pankreaskarzinoms näher zu verstehen. Bei Kenntnis der 

zugrundeliegenden molekularbiologioschen Vorgänge und Interaktionen innerhalb 

des Tumomikromilieus und deren Auswirkungen auf die Tumorbiologie des 

Pankreaskarzinoms ließe sich dessen Wachstumsverhalten gezielt beeinflussen. 

Somit wäre eine gezielte Therapie des Pankreaskarzinoms möglich, welche das 

Patientenüberleben verbessern könnte. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 

  

5-FU 5-Fluoruracil 

ACTH Adrenocorticotropes Hormon 

ALK Activin receptor-like kinase 

AMH Anti-müller-hormon 

AP Alkalische Phosphatase 

BMP Bone morphogenetic protein 

CA 19-9 Carboanhydrate-Antigen 19-9 

CT Computertomographie 

ECM Extrazellulärmatrix 

EGF Epidermal growth factor 

EMT Epithelial-mesenchymale Transition 

ERCP Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie 

EUS Endoskopischer Ultraschall (Endosonographie) 

FAMMM Familiäres atypisches multiples Muttermal- und Melanomsyndrom 

FAP Familiäre adenomatöse Polyposis 

FAP Fibroblast activation protein 

FDG Fluordesoxyglukose 

FGF Fibroblast growth factor 

GDF Growth differentiation factor 

GDNF Glial cell line-derived neurotrophic factor 

HGF Hepatocyte growth factor 

HIF Hypoxia-inducible factor 

HRP Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

IGF Insulin-like growth factor 

IPMN Intraduktal papillär-muzinöse Neoplasie 

LAP Latency associated peptide 

LTBP Latent TGF-β binding protein 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MCN Muzinös-zystische Neoplasie 

MDSC Myeloid-derived suppressor cell 

MET Mesenchymal-epitheliale Transition 

MMP Matrix-Metalloprotease 

MRA Magnetresonanzangiographie 

MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie 
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MRT Magnetresonanztomographie 

NOS Nitric oxide synthase 

PanIN Pankreatische intraepitheliale Neoplasie 

PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma 

PDGF Platelet-derived growth factor 

PET Positronen-Emissions-Tomographie 

PSC Pancreatic stellate cells 

Ras Rat sarcoma 

SARA Smad anchor for receptor activation 

SMURF Smad ubiquitin factor  

TAM Tumor-assoziierte Makrophagen 

TGF-β Transforming growth factor-beta 

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α 

TNM T – Primärtumor 

N – Metastasen der Noduli lymphatici 

M – Fernmetastasen 

Treg Regulatorische T-Zelle  

UICC Union for international cancer control 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

α-SMA Alpha smooth muscle actin 

γ-GT Gamma-Glutamyltransferase 

SCID Severe combined immunodeficiency 
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