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1 �(�L�Q�O�H�L�W�X�Q�J 

1.1 Einführung in das Thema 
 

Der Mensch ist ständig psychischen und physischen Stressoren ausgesetzt. Das 

Motto des Hauptwerkes des Begründers der Stressforschung, Hans Selye, trägt den 

�7�L�W�H�O�����Ä�6�W�U�H�V�V���E�H�K�H�U�U�V�F�K�W���X�Q�V�H�U���/�H�E�H�Q�³��(Selye, 1991). Auch Darwin formulierte schon 

im �Ä�.�D�P�S�I�� �X�P�V�� �'�D�V�H�L�Q�³���� �G�D�V�V�� �G�D�V�� �/�H�E�H�Q�� �D�X�V�� �H�L�Q�H�U�� �.�H�W�W�H�� �Y�R�Q�� �6�W�U�H�V�V�Vituationen 

bestehe (Darwin, 1859). Es gehört also zum Grundverständnis, dass der Mensch 

durch Stress geprägt wird. Versagen Abwehr- und Anpassungsstrategien (Loeschke, 

1997), kommt es zu einer Chronifizierung des Stresses. So gibt es Situationen, in 

denen Menschen einem Zustand von Stress ausgeliefert sind, ohne die Möglichkeit, 

durch psychologische Maßnahmen oder, allein auf Grund einer körperlich guten 

Konstitution, sich dagegen wehren zu können. Dies betrifft beispielsweise Patienten 

mit malignen oder anderen die Psyche und den Körper stark belastenden 

Erkrankungen. Beim Pankreaskarzinom, welches hier im Betrachtungsmittelpunkt 

steht, sind konstitutionsreduzierende Faktoren besonders ausgeprägt. Eine 

Konfrontation mit einer derartigen Pathologie und ihren Belastungen hat intensiven 

Stress zur Folge. 

Anfänglich fokussierte die neuroendokrine Forschung auf die Betrachtung von Stress 

und Tumorprogression mittels einer Supression des Immunsystems (Glaser, et al., 

2005). Dass dieses, speziell NK- und T-Zellen, eine wichtige Rolle bei der 

Eindämmung eines Tumors spielt, war bereits Gegenstand intensivster Forschung 

(Ben-Eliyahu, et al., 1999). Aktuellere Untersuchungen zeigen auch einen weiteren, 

die Malignität steigernden, Effekt von Stress auf Tumorzellen. Hier spielen Stress-

getriggerte Signalkaskaden mit direkter Zielwirkung auf den Tumor eine Rolle. In den 

Fokus geraten unter anderem Matrixmetalloproteinasen, die für einen Tumor bei 

Wachstum und Invasionsprozessen von Bedeutung sind. 

Für diese Dissertation wurden die Einwirkung von Stress auf das Wachstum von 

Pankreas-Karzinomen und deren Progression, Metastasierung und Prognose in 

Zusammenarbeit mit Dr. Sven Speerforck untersucht. Als spezieller Teilaspekt dieses 

Projektes wurde der Einfluss der Matrixmetalloproteinase-9 auf die genannten Größen 

betrachtet. 
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1.2 Stress 

1.2.1 Die Physiologie von Stress 

 

Stress ist eine subjektive Empfindung, die jedoch bei jedem Individuum eine 

Belastung, Störung oder, bei zu hoher Intensität, eine Überforderung der psychischen 

und physischen Anpassungskapazitäten darstellt (Vester, 1976). Klassische 

Stressoren können zum Beispiel ein hoher Lärmpegel, Arbeitsüberlastung oder 

Existenzängste sein. Diese lösen Gefühle wie Ärger, Angst, Aggressivität oder 

Hilflosigkeit aus, welche wiederum mit den physischen Korrelaten wie Herzklopfen, 

Magendrücken, Schlafstörungen und Schweißausbrüchen einhergehen können 

(Henry, 1992). 

Bereits 1936 postulierte Selye als reaktive Konsequenz drei Phasen der Stressantwort: 

1. Alarmphase mit Wahrnehmung des Stressors und Veränderung der Körperfunktion, 

2. Phase des Widerstandes mit einer Gegenreaktion und 3. Phase der Erschöpfung 

bei Dauerstress durch unkontrollierbare Stresswirkungen (Selye, 1991). Eine 

erfolgreiche Stressbewältigung findet nur statt, wenn die Situation langfristig als 

kontrollierbar eingeschätzt wird. 

Heute werden die Stressreaktionen differenzierter betrachtet und in verschiedene 

Ebenen unterteilt. Eine allgemeine Stressantwort stellt sich auf der neurobiologischen 

Ebene durch eine erhöhte Aufmerksamkeit und Reaktionsbereitschaft dar, auf der 

Gefühlsebene durch Wut und Angst, auf der Neurohormonebene durch Aktivierung der 

Sympathikus-Nebennierenmark- (SAM) und der Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse (HPA), auf der systemischen Ebene durch Stimulation von 

Kreislauf, Atmung und Stoffwechsel und auf der zellulären Ebene durch eine 

Aktivierung bestimmter Signalwege und Transkriptionsfaktoren, welche darauf 

ausgerichtet sind, die gestörte Homöostase wieder herzustellen ( (Rudolf, 2000), 

(Schmidt, et al., 2000), (Rensing, et al., 2006) ). 
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1.2.1.1 Die Stressachsen: SAM und HPA 

 

Die Stressantwort wird durch zwei wesentliche Neurohormonachsen geprägt, welche 

die Stresswahrnehmung einerseits im Gehirn über Neurone und andererseits das 

Gefäßsystem zu den Körperorganen und Geweben führen und dort die 

physiologischen Aktionen des Organismus kontrollieren. Beide Achsen beeinflussen 

sich gegenseitig und unterscheiden sich grundsätzlich in ihrer zeitlichen Komponente: 

Zum einen die SAM-Achse (sympathetic-adrenal-medullary = Sympathikus-

Nebennierenmark-Achse), die, an das Nebennierenmark gekoppelt, für die schnellen 

Reaktionen des sympathischen Nervensystems verantwortlich ist, und zum anderen 

die HPA-Achse (hypothalamic�±pituitary�±adrenal = Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse), die langsamer reagiert und über den Hypothalamus, die 

Hypophyse und die Nebennierenrinde verläuft. Die Wirkungen beider Achsen 

beeinflussen zahlreiche Rezeptoren auf den Zellmembranen der Zielgewebe. In den 

Zellen angekommen, werden die Signale über komplexe Signalkaskaden an 

Zielmoleküle weitergegeben. Ein wichtiger Signalweg scheint, gerade in Bezug auf 

Tumorwachstum und Malignität, der durch Katecholamine, wie Norepinephrin (first 

messenger), �J�H�W�U�L�J�J�H�U�W�H���:�H�J�� �•�E�H�U�� ��2-Rezeptoren zu sein (Abb. 1) ( (Thaker, et al., 

2007), (Antoni, et al., 2006) ). 

 

Abb. 1: ( (Thaker, et al., 2007), (Antoni, et al., 2006)) 

��-adrenerge Rezeptoren sind G-Protein- 

(Guaninnucleotid-bindendes Protein) gekoppelt und 

vermitteln so äußere Signale an der Zellmembran in 

das Zellinnere, wo über die Adenylatcyclase cAMP 

(second messenger) gebildet wird. Dieses aktiviert 

wiederum die Proteinkinase A, welche in der Lage 

ist, über die Phosphorylierung des 

Transkriptionsfaktors CREB (cAMP responsive 

element binding protein), die Genexpression von 

VEGF (vascular endothelial growth factor) zu 

steigern. Die Folge ist ein verstärktes, aggressiveres 

Tumorwachstum durch Vermehrung der benötigten 

Blutgefässe ( (McDonald, et al., 2001), 

(Schmidt, et al., 2005) ). 

Stress 
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Epinephrin und 
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��2-adrenerge 
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http://scholar.google.de/scholar?q=sam+sympathetic+adrenal+medullary+axis&hl=de&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjDwfin7qvTAhVSJlAKHdB-BcQQgQMIIDAA
https://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiwrZbe7qvTAhWIaVAKHbEdC8MQFggoMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHypothalamic%25E2%2580%2593pituitary%25E2%2580%2593adrenal_axis&usg=AFQjCNGvFZ2zrudsm0qDXoN35ag6ynkBkg&bvm=bv.152479541,d.ZWM
https://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiwrZbe7qvTAhWIaVAKHbEdC8MQFggoMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHypothalamic%25E2%2580%2593pituitary%25E2%2580%2593adrenal_axis&usg=AFQjCNGvFZ2zrudsm0qDXoN35ag6ynkBkg&bvm=bv.152479541,d.ZWM
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1.2.1.2 Vermittlung von schnellen Stressreaktionen durch das sympathische 

Nervensystem 

 

Bei der Betrachtung der in einer Stressreaktion involvierten Hormone und Prozesse 

spielen die Monoamine eine herausragende Rolle. Zu ihnen zählen die Katecholamine. 

Im einzelnen sind dies Adrenalin (Epinephrin), Noradrenalin (Norepinephrin) und 

Dopamin. Katecholamine bestehen aus einer Katecholgruppe und einer Aminogruppe 

und werden aus der Aminosäure Tyrosin synthetisiert. Sytheseorte sind das Gehirn, 

die Chromaffinzellen des Nebennierenmarkes und des sympathischen 

Nervensystems. Noradrenalin (Norepinephrin) ist biochemisch die Synthesevorstufe 

von Adrenalin, spielt jedoch im ZNS und bei Stressreaktionen, zum Beispiel bei Furcht 

und Angst, eine bedeutendere Rolle als Adrenalin. Werden Versuchstiere 

unterschiedlichen Stresssituationen ausgesetzt, ist zum einen eine sofortige Erhöhung 

der Aktivität noradrenerger Neurone und somit eine vermehrte Freisetzung von 

Noradrenalin, zum anderen eine erhöhte Aktivität der Tyrosinhydroxylase, ein 

wichtiges Enzym bei der Synthese von Noradrenalin, zu verzeichnen. Als Konsequenz 

erfolgt eine Erhöhung der Aufmerksamkeit, eine allgemeine Verhaltensaktivierung 

sowie die Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses von Neuronen ( (Robbins, 

et al., 1985), (Duman, et al., 1999) ). 

Die SAM-Achse wird bei Menschen und Tieren unter Stresseinfluss gleichermaßen 

aktiviert. Beim Menschen spielen beispielsweise psychosoziale Stressoren, wie 

Machtkämpfe, Konkurrenzdruck, Mobbing oder Auseinandersetzungen, wie sie am 

Arbeitsplatz, im Straßenverkehr oder in der Familie vorkommen, eine Rolle. Und auch 

physische Stressoren, wie hohe körperliche Belastungen, Blutdruckschwankungen, 

Sauerstoff- und Nährstoffmangel, Kälte, Hitze, Lärm, Verbrennungen und Schmerz, 

aktivieren umgehend das sympathische Nervensystem. Entsprechend wirken auf 

diese Achse bei Ratten und Mäusen folgende psychoemotionale Stressoren: Die 

Konfrontation mit einem Feind, Isolation, Immobilisierung, überfüllte Käfige, neue 

Umgebung, sowie physische Stressoren, wie erzwungenes Laufen oder Schwimmen, 

Blutverlust, Glucoseverarmung, elektrische Schocks, Hitze, Kälte und Lärm. 

Sehr stark ausgeprägte Stressreaktionen, die auf neuronalem Weg durch Noradrenalin 

und in der Blutbahn durch Adrenalin vermittelt werden, sind bei Menschen in vielen 

heutigen Stresssituationen nicht mehr adäquat und einer der Gründe für die 
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Schädigung des Organismus bei häufigem und chronischem Stress (Rensing, et al., 

2006). 

 

1.2.1.3 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse 

 

Die HPA-Achse erlangt ihre Bedeutung im Wesentlichen durch die gleichen 

Stressoren, welche zur Aktivierung der SAM-Achse (siehe 1.2.3) führen, wird jedoch 

dieser gegenüber etwas verzögert aktiviert, kann deren Wirkung begrenzen und 

dominiert die funktionellen Veränderungen bei Dauerstress. Sie setzt quasi eine zweite 

langsamere Welle in Gang, welche synergistisch mit der SAM-Achse zusammen-

arbeitet, jedoch auch längerfristige Anpassungsziele ansteuert. Es wird zwischen einer 

permissiven Wirkung, die sich durch ein niedriges Grundniveau von Glucocorticoiden 

auszeichnet, welches permanent vorhanden ist, auf zukünftige Stressoren vorbereiten 

soll und die Wirkung der SAM-Achse unterstützt, und einer supressiven Wirkung, 

welche nach ca. einer Stunde einsetzt und ein Überschiessen der gesamten 

Stressreaktion verhindert, unterschieden (Sapolsky, et al., 2000). Es besteht also 

immer ein Balanceakt für die Einstellung des optimalen Cortisolspiegels, welcher bei 

Nichtgelingen zu Krankheitsprozessen führen kann. Beispielsweise ist es für den 

Organismus vorteilhaft, nicht zu stark auf Entzündungssignale zu reagieren, erst recht 

nicht, wenn sie chronischer Natur sind. Zum anderen kann diese Unterdrückung von 

Entzündungsprozessen zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber Infektionen führen. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass pathologische Entwicklungen, die auf 

Dauerstress beruhen, überwiegend auf die HPA-Achse zurückzuführen sind. Der 

Signalweg, der zur Ausschüttung von Cortisol führt, lässt sich vereinfacht 

folgendermaßen darstellen: Im Cortex und dem limbischen System werden 

Stresssignale aufgenommen, bewertet und zum Hypothalamus weitergeleitet. Von dort 

aus werden Signalpeptide, hauptsächlich Corticotropin Releasing Hormon (CRH) und 

Arginin-Vasopressin (AVP), freigesetzt, welche wiederum in der Adenohypophyse die 

Produktion und Sekretion von ACTH (Adrenocortikotropes Hormon) aktivieren. ACTH 

wird über den Blutweg zur Nebennierenrinde transportiert, wo es die Synthese und 

Freisetzung von Glucocorticoiden stimuliert. Beim Menschen ist das prominenteste 

Glucocorticoid das Cortisol, bei Mäusen das Corticosteron. Diese gelangen, ebenfalls 

über den Blutweg, an die entsprechenden Zielorgane, wo sie jedoch, im Unterschied 
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zu Proteinhormonen wie Adrenalin/Noradrenalin, aufgrund ihrer Lipophilie nicht an 

extrazelluläre, sondern an intrazelluläre Rezeptoren binden (Rensing, et al., 2006). 

 

      
 Abb. 2 (Rensing, et al., 2006)    Abb. 3 (Schmidt, et al., 2005) 

Abb. 2: Schematische Darstellung der HPA-Achse mit Hypothalamus, Hypophyse und Neben-

nierenrinde. Am Ende der durch Stressoren ausgelösten Kaskade stehen die lipophilen 

Effektorhormone Cortisol und Corticosteron. 

Abb. 3: Syntheseschritte der verschiedenen Nebennierenrinden-Hormone. Das Corticosteron (siehe 

roter Rahmen), welches beim Nager das wichtigste Glucocorticoid darstellt, fungiert beim Menschen nur 

als Synthese-Zwischenstufe des Mineralkortikosteroids Aldosteron und wird in der Zona glomerulosa 

gebildet. Cortisol (siehe roter Rahmen), beim Menschen das wichtigste Glucocorticosteroid, wird in der 

Zona fasciculata synthetisiert und spielt beim Nager wiederum eine untergeordnete Rolle. 

 

1.2.2 Auswirkungen von chronischem Stress 

 

Eine hohe Intensität und eine lange Verweildauer von Stressoren (bei diesen Faktoren 

gibt es artspezifische und interindividuelle Unterschiede), mit der Folge einer dauerhaft 

erhöhten Cortisolkonzentration, kann zu einem Zustand führen, der nicht mehr als 

�Ä�Q�R�U�P�D�O�H�U�³���=�X�V�W�D�Q�G anzusehen ist, bei dem der Prozess des Adaptierens versagt und 

der letztendlich als Krankheit oder pathologischer Zustand angesehen werden muss   

 
Corticosteron 

 Cortisol 
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( (Sapolsky, 1996), (Steptoe, 1991), (Weiner, et al., 1989), (Weiner, 1992), (Rudolf, 

2000), (Bauer, 2002) ). Die dabei die Krankheit auslösenden Stressoren können 

psychischer oder physischer Natur sein. Je mehr stressauslösende Faktoren sich 

dabei addieren, desto schneller und fulminanter kann es zu einem 

Adaptationsversagen und so zu einer Entgleisung der körperlichen Homöostase 

kommen. Es gilt jedoch zu beachten, dass das Ausmaß der Wirkung von Stressoren 

von Individuum zu Individuum unterschiedlich ausfallen kann. Wesentliche Faktoren 

beruhen auf dem genetisch fixierten Erbgut, der durch Erfahrung erworbenen 

Einstellung und der altersabhängigen, persönlichen Konstitution. Diese beeinflussen 

das Adaptationsvermögen und das sogenannte Coping, also die Eigenschaft Stress 

zu verarbeiten und ihm zu widerstehen ( (Damasio, 1995), (Rozanski, et al., 1999), 

(Rensing, et al., 2006) ). 

 

1.2.3 Psychosoziale Stresswirkungen auf das Immunsystem und seine 

Abwehrfunktionen 

 

In zahlreichen longitudinalen Studien ist inzwischen nachgewiesen worden, dass 

Langzeitstress einen hemmenden Einfluss auf das Immunsystem hat. Dabei wurden 

Parameter wie die Zahl von B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen, die Proliferations-

kapazität von Lymphozyten, die Aktivität von NK-Zellen und die Produktion von 

Antikörpern verwendet. So wurde festgestellt, dass sich bei Verlust des 

Lebenspartners und anschließender Depression zwar keine Änderung in der Zellzahl 

des Immunsystems ergab, sich jedoch hinsichtlich der Proliferationskapazität von 

Lymphozyten, der Aktivität von NK-Zellen und dem IgM- und IgA-Titer eine 

Verringerung einstellte (Schüßler, et al., 2001). Eine andere Studie ergab bei 

Personen, die neun Monate arbeitslos waren, eine Verringerung der Proliferation von 

Lymphozyten nach Phythämagglutinin-Stimulation (PHA, unspezifisches Stimulans 

zur Aktivierung der Proliferation) (Arnetz, et al., 1987). Als gesichert gilt heutzutage 

eine Korrelation zwischen starken emotionalen Belastungen, wie klinischer 

Depression, und verringerten Immunaktivitäten. In besonderem Maße trifft dies auf 

ältere Personen über 40 Jahren zu, da das Immunsystem ebenfalls einem 

altersabhängigen Aktivitätsverlust unterliegt. Eine Rolle spielten hier auch die Länge 

von Telomeren an den Enden von Chromosomen innerhalb von Leukozyten sowie die 
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Aktivität ihrer zugehörigen Telomerasen, welche die Telomere wieder verlängern. 

Psychosozialer Stress bewirkt offenbar eine Beschleunigung der Verkürzung dieser 

Telomere. Dies wurde in einer Studie nachgewiesen, in der gestresste Frauen, 

belastet durch die Betreuung ihrer chronisch kranken Kinder, im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe deutlich verkürzte Telomere von Chromosomen in Leukozyten 

aufwiesen. Diese Verkürzung entsprach, je nach Belastungsdauer, mindestens einem 

Jahrzehnt zusätzlicher Alterung. Die Telomeraseaktivität nahm bei den gestressten 

Frauen ebenfalls ab (Epel, et al., 2004). 

Im Tierversuch ergab sich bei gestressten Mäusen ebenfalls eine negative Expression 

von Chemokinen (MIP-1alpha, MCP-1) und Cytokinen (IL-12, IL-15). Diese spielen 

unter anderem bei der Aktivierung von NK-Zellen eine wichtige Rolle. Dieser 

Sachverhalt erklärt auch, warum sich das Influenza-Virus, mit dem die Tiere infiziert 

wurden, in den gestressten Mäusen im Vergleich zu der Kontrollgruppe stärker 

vermehrte (Hunzeker, et al., 2004). Eine andere Studie mit Ratten, die Schwimmstress 

oder chirurgischem Stress ausgesetzt waren, zeigte eine Hemmung der NK-Aktivität 

und ein verstärktes Wachstum von NK-sensitiven Tumoren, während keine Wirkung 

bei NK-insensitiven Tumoren beobachtet wurde (Ben-Eliyahu, et al., 1999). In einer 

weiteren Studie wurde durch chronischen Stress eine Beeinträchtigung von anti-

bakteriellen Abwehrmechanismen bei Mäusen nachgewiesen. Diese ist unter anderem 

durch eine apoptosebedingte Lymphozytenreduktion, verminderte T-Zell Proliferation 

und reduzierte Phagozytoseaktivität charakterisiert ( (Kiank, et al., 2006), (Rensing, et 

al., 2006) ). 

 

1.2.4 Stress und Gesundheitsrisiken 

 

Es gibt Krankheiten, bei denen die Beteiligung von psychischen Belastungen als deren 

Auslöser evident erscheint. Im Folgenden werden einige Beispiele genannt: 

Chronischer Lebensstress ist signifikant mit einem erhöhten kardiovaskulären Risiko 

korreliert, wie zahlreiche und umfangreiche Studien ergeben haben. Das signifikant 

erhöhte kardiale Risiko bei Depressionen oder chronisch gestressten Menschen kann 

sich aus den Veränderungen mehrerer Herz-Kreislauf-, Stoffwechsel- und 

Hormonparameter ergeben ( (Rozanski, et al., 1999), (Deuschle, et al., 2002), (Joynt, 

et al., 2003) ). Parameter dieser Art sind beispielsweise Bluthochdruck, erhöhte 
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Cortisol- und CRH-Konzentration, Veränderung der Thrombozytenfunktion sowie 

Verminderung der Parasympathikusaktivität und Herzfrequenzvariabilität. 

Ein Beispiel im Zusammenhang mit der SAM-Achse und psychosozialem Dauerstress 

liefert eine Studie mit Makaken-Affen. Hier wurden Gruppen oft durchmischt und somit 

die soziale Hierarchie ständig verändert. Die Affen zeigten nach zwei Jahren signifikant 

erhöhte Blutdruck- und Herzfrequenzwerte sowie koronare Arteriosklerose. Bei einer 

Vergleichsgruppe, welcher ein Betablocker (Propranolol) appliziert wurde, die jedoch 

unter den gleichen Bedingungen gehalten wurde, wurden diese Herz-Kreislauf-

Störungen nicht beobachtet (Kaplan, et al., 1991). Weiterhin konnten die bei erhöhtem 

Stress beobachteten Endothelläsionen durch die Gabe von Betablocker verhindert 

werden (Knox, 2001). 

Die HPA-Achse betreffend ist erwiesen, dass psychosoziale Dauerbelastungen und 

Depressionen zu erhöhten CRH- und Cortisolkonzentrationen beim Menschen 

(Rozanski, et al., 1999), aber auch bei Tieren führen können (Sapolsky, et al., 1997). 

So erzeugte psychosozialer Stress bei untergeordneten Pavian-Männchen einen 

dauerhaft erhöhten Cortisolspiegel, der mit einem niedrigen High-Density-Lipoprotein-

Spiegel korrelierte (Sapolsky, et al., 1987). Welche Rolle die erhöhte 

Cortisolkonzentration bei dem unter Dauerstress sich oft entwickelnden Bluthochdruck 

und der Arteriosklerose spielt, ist jedoch noch nicht eindeutig geklärt. Als weiteres 

Beispiel für typisch psychosomatische Krankheiten gelten Entzündungen im Magen-

Darmbereich, zu denen unter anderem Magen- und Zwölffingerdarmgeschwüre 

zählen. Für die Colitis ulcerosa und den Morbus Crohn wird ebenfalls eine 

psychosomatische Komponente angenommen (Küchenhoff, 2000). Der entzündliche 

Prozess wird hauptsächlich durch CRH initiiert, das Mastzellen zur Ausschüttung von 

Histamin veranlasst (Tache, et al., 2004). Als Auslöser für die genannten Krankheiten 

wird ein multifaktorielles Zusammenspiel von psychosozialem Stress, 

Nahrungsmittelallergien und Autoimmunreaktionen vermutet. Ebenso wie bei 

entzündlichen Prozessen des Magens wird die Darmmukosa durch die chronische 

Entzündung und dem damit verbundenen oxidativen Stress (ROS �± reactive oxygen 

species) geschädigt. ROS ist längerfristig in der Lage, DNA-Schäden zu induzieren. 

So besteht im Falle von Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn auch ein erhöhtes Risiko 

für die Entstehung von Darmkrebserkrankungen ( (Seril, et al., 2003), (Rensing, et al., 

2006) ). 
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1.2.5 Stress und Karzinogenese 

 

Eine Vielzahl von Faktoren sind bekannt, welche Mutationen und somit schließlich 

Malignome induzieren können. Man denke an die Varietät von Chemikalien, zum 

Beispiel Zigarettenrauch, oder die Strahlung radioaktiver Materialien, die mit Tumor-

erkrankungen assoziiert sind. Auch eine Reihe von Viren (Papillomavirus, Epstein-

Barr-Virus), die in der Lage sind, einen Tumor auszulösen, sind inzwischen gut 

erforscht. Bei psychischem Stress hingegen sind die Zusammenhänge weniger gut 

untersucht. Die Theorien, die zwischen psychischem Stress und der Tumorgenese 

eine eindeutige Verbindung sehen, konzentrieren sich auf den Umstand, dass 

Belastungen psychischer Art Immunfunktionen, Hormonproduktion und molekulare 

Prozesse beeinflussen können, welche als Faktoren der Tumorentstehung angesehen 

werden. Viele bisherige Studien sind jedoch zum Teil widersprüchlich und differierten 

zum Beispiel bei der Frage über den Zusammenhang zwischen psychischer Belastung 

und der Entstehung von Brustkrebs. Einige sahen keinen entsprechenden 

Zusammenhang ( (Ewertz, 1986), (Roberts, et al., 1996) ), andere eine negative 

Beziehung (Priestman, et al., 1985) oder eine positive Korrelation ( (Chen, et al., 1995), 

(Kruk, et al., 2004), (Jacobs, et al., 2000) ). Ein signifikanter Zusammenhang schien 

auf indirektem Wege zwischen psychischem Stress und der Erhöhung der 

kanzerogenen Wirkung anderer Stressfaktoren, wie von Alkoholkonsum und Rauchen, 

zu bestehen ( (Levav, et al., 2000), (Linkins, et al., 1990) ). Bei einem Großteil dieser 

Studien kam es zu methodischen Schwierigkeiten, den Stress von einzelnen 

Individuen zu objektivieren und somit war meist nur eine subjektive Quantifizierung 

möglich. Stress war nie für alle Versuchsteilnehmer gleich belastend, egal, ob es sich 

um Menschen oder Tiere handelte. Bei Menschen waren meist Fragebögen zur 

Selbsteinschätzung das Mittel der Wahl. Weiterhin erschwerten zahlreiche Störgrößen 

(confounding factors) eine eindeutige Aussage, da es schwierig war, eine Kontroll- und 

Testgruppe zu bilden, die kein Ungleichgewicht der genannten Faktoren aufwies 

(Rensing, et al., 2006). 

 

1.2.6 Stress und Karzinomprogression 

 

In dieser Arbeit wurde der Verlauf einer bereits bestehenden Tumorerkrankung, dem 

Pankreaskarzinom, unter dem Einfluss von chronischem Stress mit experimentellen 
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Methoden untersucht und bewertet. Hierzu gab es bereits einige Studien, die Stress 

als Einflussvariable auf verschiedene Tumorentitäten haben wirken lassen, zum 

Beispiel klinische Studien über den Zusammenhang von stressfördernden 

psychologischen Faktoren und einer schlechteren Prognose bei Tumorerkrankungen 

( (Antoni, et al., 2006), (Schuller, 2013) ). Drei Studien konnten ein stressinduziertes 

Tumorwachstum beim Ovarialkarzinom aufzeigen ( (Thaker, et al., 2006), (Lee, et al., 

2009), (Sood, et al., 2006) ). In einem Review wurden Entstehung, Metastasierung und 

Progression unter Stress, unter anderem bei Brustkrebs (Drell, et al., 2003), 

beschrieben (Armaiz-Pena, et al., 2009). Ähnliche Beobachtungen wurden beim 

Nasopharynxkarzinom, mit Schwerpunkt auf der Mitwirkung von 

Matrixmetalloproteinasen, gemacht (Yang, et al., 2006). Durch eine Stress 

reduzierende psychotherapeutische Unterstützung konnte die Prognose bei 

gastrointestinalen Tumoren sogar verbessert werden (Küchler, et al., 2007). 

 

1.3 Pankreaskarzinom 

1.3.1 Epidemiologie und Inzidenz 

 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist ein bösartiger Tumor des 

Gastrointestinaltraktes. Histopathologisch sind etwa 85 % aller Pankreaskarzinome 

Adenokarzinome, welche ihren Ursprung von den Gangepithelien nehmen. Weiterhin 

gibt es Plattenepithelkarzinome, Zystadenokarzinome, Azinuszellkarzinome sowie 

undifferenzierte Karzinome, Sarkome oder auch maligne endokrine Tumoren (Siewert, 

2006). In Deutschland wird die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen des 

Pankreaskarzinoms auf etwa 16.000 geschätzt (R.K.I, 2013). Bei Männern hat es 

einen Anteil von 2,8 % an allen malignen Erkrankungen, bei Frauen von 3,5 %. Die 

Erkrankung ist aufgrund der schlechten Prognose bei Männern für 6 %, bei Frauen für 

7,3 % aller malignen Todesfälle verantwortlich und ist damit die vierthäufigste 

Todesursache maligner Erkrankungen bei Männern und Frauen. Das mittlere 

Erkrankungsalter liegt für Männer bei etwa 71 Jahren, das der Frauen bei etwa 75 

Jahren (R.K.I, 2013). Das Lebenszeitrisiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, 

liegt für beide Geschlechter bei etwa 1,4 % (R.K.I, 2011). 
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1.3.2 Risikofaktoren 

 

Es herrscht noch Unklarheit über die genaue Entstehungsursache des 

Pankreaskarzinoms, obwohl mittlerweile zahlreiche molekulare Mechanismen der 

Karzinogenese entdeckt und beschrieben wurden (Kleeff, et al., 2006). Bereits 

gesicherte Risikofaktoren für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms sind der 

Nikotinkonsum, eine Adipositas, ein Diabetes mellitus Typ 2 sowie eine chronische 

Pankreatitis. Auch der lange diskutierte Alkoholkonsum kann inzwischen als 

tumorfördernder Risikofaktor angesehen werden (R.K.I, 2011). Eine positive 

Familienanamnese scheint das Risiko der Entstehung eines Pankreaskarzinoms etwa 

zu verdoppeln und 2 bis 3 % aller Pankreaskarzinome werden über einen 

monogenetischen Erbgang weitervererbt (Bartsch, et al., 2004), wobei die genetische 

Lokalisation noch nicht eindeutig identifiziert wurde (Habbe, et al., 2008). 

 

1.3.3 Lokalisation 

 

Pankreaskarzinome finden sich zu 65 % im Pankreaskopf bzw. im Processus 

uncinatus, zu 15 % im Pankreaskorpus und zu 10 % im Pankreasschwanz. Ca. 10 % 

der Tumoren treten multifokal auf (Ghaneh, et al., 2007). Pathologisch anatomisch gilt 

als Grenze des Pankreaskopfes zum Pankreaskorpus der linke Rand der Vena 

mesenterica superior, als Grenze zwischen Pankreaskorpus und Pankreasschwanz 

der linke Rand der Aorta. 

  
 Abb. 4 (Reissfelder, et al., 2007)   Abb. 5 (Bruns, et al., 2008) 

Abb. 4: Humanes Operationspräparat eines Pankreasschwanzkarzinoms (weisser Pfeil). Sichtbar wird 

die direkte Nachbarschaft zur Milz. 

Abb. 5: Dünnschicht-CT eines Pankreaskarzinoms. Der Tumor infiltriert die Vena mesenterica superior 

(roter Rahmen), welche häufig durch Invasion in das peripankreatische Gewebe betroffen ist. 
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1.3.4 Klinik 

 

Der Tumor geht häufig einher mit unspezifischen Symptomen wie Appetitlosigkeit, 

Völlegefühl, Durchfällen oder Gewichtsverlust. Das Fehlen eines charakteristischen 

Leitsymptoms erschwert die Früherkennung dieser Krankheit und verursacht häufig 

eine zeitliche Verzögerung der Diagnosestellung. Rückenschmerzen werden 

beispielsweise als ein weiteres mögliches Symptom beschrieben, welches die 

Patienten häufig zunächst zu einem Orthopäden führt. In Abhängigkeit von der Lage 

des Karzinoms sind zwei Hauptsymptomkomplexe zu unterscheiden: Im 

Pankreaskopfbereich manifestiert sich die Erkrankung meistens als schmerzloser 

Verschlussikterus. Ist die gestaute Gallenblase zudem durch die Bauchdecke 

palpabel, wird dies als Courvoisier-Zeichen bezeichnet (Siewert, 2006). Ausstrahlende 

Schmerzen in den Rücken sind häufig bereits Symptome einer retroperitonealen 

Tumorinfiltration. Tumoren des Korpus- oder Kaudabereichs werden sehr spät 

symptomatisch. Persistierende Oberbauch- und Rückenbeschwerden können ein 

erster Hinweis auf einen Pankreastumor in dieser Lokalisation darstellen. Auch ein neu 

aufgetretener Diabetes mellitus kann ein erstes Symptom eines Pankreaskarzinoms 

sein (Reissfelder, et al., 2007). Das "double-duct-sign" ���Ä�'�R�S�S�H�O�J�D�Q�J�]�H�L�F�K�H�Q�����D�O�V�R���G�L�H��

gleichzeitige Stauung von Ductus pancreaticus und choledochus) gilt als 

pathognomonisch für das Vorliegen eines Pankreaskarzinoms. 

 

1.3.5 Tumorausbreitung 

 

Das Pankreaskarzinom zeichnet sich durch eine äußerst aggressive Tumorbiologie 

und frühe Metastasierung aus. Nur etwa 20 �± 30 % aller Patienten sind bei 

Diagnosestellung noch resektabel und somit potentiell kurativ behandelbar. Eine 

Invasion des Tumors in das peripankreatische Gewebe ist die Regel. So sind die 

großen Gefäße wie Vena mesenterica superior oder Vena portae häufig infiltriert. 

Zusätzlich besteht schon früh eine perineurale Infiltration, welche prognostisch 

ungünstig ist. Nicht selten zeigt sich bei der chirurgischen Exploration bereits eine 

Peritonealkarzinose. Lymphknotenmetastasen bestehen zum Zeitpunkt der Operation 

bei über 70 %, wobei die Lymphknotenstationen entlang der Arteria mesenterica 

superior, A. gastroduodenalis, A. hepatica communis, A. lienalis und des Truncus 
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coeliacus verlaufen. Auch die paraaortalen und paracavalen Lymphknoten können mit 

betroffen sein. Fernmetastasen finden sich typischerweise in der Leber, etwas weniger 

häufig auch in der Lunge. Die Ausbreitung des Pankreaskarzinoms wird nach der 

TNM-Klassifikation eingeteilt. Für das klinische Vorgehen ist jedoch die Unterteilung 

der Patienten in vier einfache Kategorien sinnvoll: Resektabler Tumor, lokal 

fortgeschrittener Tumor (z. B. mit venöser Gefäßinfiltration), lokal nicht mehr 

resektabler Tumor (z. B. mit Mesenterialwurzelinfiltration), Vorliegen von Fern-

metastasen (Lockhart, et al., 2005). Diese Unterteilung ist für das chirurgische und 

therapeutische Vorgehen hilfreich. Trotz der Fortschritte in der multimodalen Therapie 

(Radiotherapie, Chemotherapie, Immuntherapie), besteht die einzige Chance der 

Heilung in einer kurativen R0-Resektion des Karzinoms.  

 

1.3.6 Diagnostik 

 

Es gibt folgende Methoden bei der Diagnostik des Pankreaskarzinoms: 

Standardmäßig werden eine Anamnese und eine körperliche Untersuchung 

durchgeführt. Die Laborparameter sind meist nur hinweisgebend und werden somit 

ergänzend eingesetzt. Zu ihnen gehören die Amylase, Lipase, alkalische 

Phosphatase, Transaminasen, die ��-GT, Bilirubin und Hämoglobin. Der Tumormarker 

CA 19�±9 wird eher zur Verlaufskontrolle als zur Frühdiagnostik eingesetzt. Die 

Sonographie ermöglicht bereits eine erste Verdachtsdiagnose und ggf. eine 

Metastasendiagnose. Die größte Bedeutung für einen Nachweis und für die 

Ausdehnung hat die Schnittbildgebung mit der Computer-Tomographie (CT) und der 

Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), zum Teil auch die Endosonographie (Adler, 

et al., 2007). Die Thorax-Röntgenuntersuchung oder besser die Thorax-Computer-

Tomografie werden für den Ausschluss von Lungenfiliae eingesetzt. Für die 

Beurteilung von möglichen Engstellen im Bereich der Gallengänge werden Verfahren 

wie die endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) und Magnetre-

sonanzcholangiopankreatikographie (MRCP) angewandt. 
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1.3.7 Therapeutisches Management 

 

Die chirurgische Intervention ist aktuell das einzig kurative Verfahren. Bei potenzieller 

Resektabilitat des Tumors können zum Beispiel je nach Tumorlokalisation eine 

pyloruserhaltende partielle Pankreatikoduodenektomie nach Traverso-Longmire, eine 

subtotale Pankreaslinksresektion oder manchmal auch eine totale Pankreatektomie 

erfolgen (AWMF, 2013). Bei der pyloruserhaltenden partiellen 

Pankreatikoduodenektomie werden Pankreaskopf, Duodenum, Gallenblase mit 

distalem Ductus choledochus sowie die benachbarten Lymphknotenstationen 

reseziert. Die Rekonstruktion wird häufig mittels einer Pankreatikojejunostomie, 

Hepatikojejunostomie und Pylorojejunostomie durchgeführt. Die Letalität dieses 

Operationsverfahrens ist in den letzten Jahren unter 5 % gesunken. Die Resektion ist 

nach wie vor der einzige kurative Ansatz beim Pankreaskarzinom (Siewert, 2006). Eine 

histologische Sicherung des Tumors ist bei hinreichendem Malignitätsverdacht nicht 

notwendig. Bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen mit fraglicher Resektabilität kann 

eine neoadjuvante Radiochemotherapie nach entsprechender histologischer 

Tumorsicherung bei einem Teil der Patienten doch noch eine Resektion in kurativer 

Intention erlauben. Dies sollte jedoch aufgrund der unzureichenden Datenlage 

möglichst im Rahmen von Studien erfolgen ( (Adler, et al., 2007), (Varadhachary, et 

al., 2006) ). Bei Fernmetastasen sollte ebenfalls eine histologische Sicherung, zum 

Beispiel durch Punktion von Metastasen oder mittels Laparoskopie, mit nachfolgender 

palliativer Chemotherapie erfolgen ( (Adler, et al., 2007), (Sultana, et al., 2007) ). Eine 

adjuvante Chemotherapie sollte leitliniengerecht mit Gemcitabin oder 5-FU/Folinsäure 

(Mayo-Protokoll) erfolgen (AWMF, 2013). Eine palliative Chemotherapie sollte mit 

Gemcitabin, Gemcitabin und Erlotinib oder nach dem FOLFIRINOX-Protokoll 

(Kombination von 5-FU/Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin) erfolgen. 

 

1.3.8 Prognose 

 

Diagnostik und Operationsverfahren haben in den letzten Jahren große Fortschritte 

gemacht. Trotzdem hat das Pankreaskarzinom mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 

8 % noch immer eine sehr schlechte Prognose und ist damit die schlechtetste 5-

Jahres-Überlebensrate aller Krebserkrankungen in Deutschland (R.K.I, 2013). Zu den 
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Hauptursachen für dieses schlechte Ergebnis zählen die späte Diagnosestellung, die 

frühe Metastasierung und die geringe Zahl an möglichen kurativen Resektionen. So 

werden in ca. 30 % der Fälle Befunde erhoben, die eine kurative Resektion 

ausschließen (Hariharan, et al., 2010). Chemotherapien werden trotz schlechten 

Ansprechens als palliative Maßnahme angewendet. Radiotherapeutische Ansätze 

spielen bislang keine wesentliche Rolle. Einen Hoffnungsschimmer bildet zum Beispiel 

der molekularbiologische Ansatz mit der Anwendung von speziell entwickelten 

Antikörpern gegen Wachstumsfaktoren (Berchtold, et al., 2006). Jedoch werden in der 

Zukunft multimodale Therapiestrategien gefordert sein, um einen patientengerechten 

Fortschritt erzielen zu können. 

 

1.4 Matrixmetalloproteinasen 
 

Den Matrixmetalloproteinasen wird eine besondere Rolle bei der Ausbreitung eines 

Tumors zugeschrieben. So ist ein Tumor auf ihre Funktionen und Mechanismen bei 

der Tumorprogression, Invasion und Metastasierung angewiesen und verliert ohne 

diese Eigenschaften seine Pathogenität. Die Fragestellung, inwieweit chronischer 

Stress einen Einfluss auf die Aktivität der Matrixmetalloproteinasen, im speziellen der 

Matrixmetalloproteinase-9, haben könnte, war ein Hauptbestandteil dieser Arbeit. 

 

1.4.1 Bedeutung und Vorkommen der Matrixmetalloproteinasen 

 

Matrixmetalloproteinasen bilden eine Familie von Enzymen, von denen bisher 24 

dieser unterschiedlichen Proteine bekannt sind (Hua, et al., 2011). Die vorherrschende 

Funktion besteht in der Umwandlung von extrazellulärer Matrix. Sie spielen eine 

bedeutende Rolle bei physiologischen sowie pathologischen Prozessen. Die meiste 

Aufmerksamkeit wird ihnen bezüglich der Funktionen bei Tumorprogression, 

Invasionsmechanismen und der Metastasierung geschenkt. Ein Anstieg der 

Konzentration von Matrixmetalloproteinasen initiiert im Zusammenspiel mit 

Botenstoffen die Ausbreitung von Karzinomzellen, welche die Tumorinvasion in andere 

Organe und das Vorkommen von Fernmetastasen nach sich zieht (Nagase, et al., 

1999). Die einzelnen Enzyme finden sich in unterschiedlicher Ausprägung auf ver-

schiedenen Tumorarten. Es wurde gezeigt, dass MMP-8 von spinozellulären Tumoren, 
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MMP-7 von Tumorzellen des Magens, der Mamma und der Lunge, und MMP-2, MMP-

9 und MMP-14 von Epithelzellen vieler Tumorentitäten, wie auch dem Pankreaskarzi-

nom, gebildet werden (Lapinska, 1999). 

 

1.4.2 Matrixmetalloproteinase-9 

 

MMP-9, auch Gelatinase B genannt, ist das komplexeste Familienmitglied der 

Matrixmetalloproteinasen in Bezug auf die Domänenstruktur und die Regulierung der 

Aktivität, die auf verschiedenen Ebenen stattfindet. Die einzelnen 

Regulationsmechanismen sind die Transkription der Gene durch Zytokine und 

zelluläre Interaktionen, Aktivierung des Pro-Enzyms durch eine Kaskade von 

Enzymen, einschließlich Serin-Proteasen und andere MMPs, und spezifische sowie 

unspezifische Gewebeinhibitoren. Darüber hinaus haben die Glycosilierung einen 

limitierenden, chemotaktische Faktoren einen kontrollierenden Effekt auf die Aktivität 

der MMP-9. In diversen Studien wird ein direkter Einfluss auf die Aktivität von MMP-9 

durch Stresshormone diskutiert ( (Lutgendorf, et al., 2008), (Yang, et al., 2002), (Yang, 

et al., 2006) ). Bei Invasionsprozessen wird MMP-9 von Leukozyten, tumorassoziierten 

Makrophagen (TAMs), verschiedenen Stromazellen und zum Teil direkt von Tumor-

zellen gebildet. Die speziellen Funktionen der MMPs, auf die die genannten Zellen bei 

der Gewebsinfiltration angewiesen sind, liegen in der Zersetzung und im Umbau von 

Extrazellulärmatrix und in der Überwindung der Basallamina von Gefäßen, wie auch 

deren Neubildung.  

Die Angioneogenese ist von besonderer Bedeutung für den Progress eines Tumors, 

wenn dieser über den ausreichend sauerstoffdiffundierten Bereich des Primärareals 

hinauswachsen will. So ist der Tumor ab einer Größe von über 1 �± 2 mm³ auf eine 

eigene Gefäßversorgung angewiesen (Folkman, et al., 2006). Je schneller und 

invasiver ein Tumor wächst, desto mehr Blutgefäße werden benötigt um die 

Sauerstoff- und Nährstoffversorgung zu gewährleisten und den Abtransport von 

katabolen Abfallprodukten zu ermöglichen (Steen, et al., 2002). In vitro wurde unter 

physiologischen Bedingungen gezeigt, dass MMP-9 Anteil an der Morphogenese von 

Endothelzellen hin zu einer Röhrenformation hat (Schnaper, et al., 1993). 

Der stimulierende Einfluss von MMP-9 auf das Tumorwachstum von Tumoren der 

Mamma, der Blase, des Pankreas, des Kolon, der Prostata sowie von hypophysialen 

Adenokarzinomen konnte durch viele Studien belegt werden (French, et al., 1994). 
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Erhöhte Expressionen von MMP-9 wurden in Hirn-, Blasen-, Haut-, Lungen-, Kolon-, 

Brust-, Endometrium-, Ovarial-, Prostata-, Pankreas- und Magenkarzinomen 

nachgewiesen (Steen, et al., 2002). Es besteht ein Zusammenhang zwischen der 

MMP-9 Aktivität, dem Tumormetastasierungsverhalten und der Überlebensdauer von 

Patienten. Diesbezüglich wurde bei Patienten mit fortgeschrittenem Brustkrebs ge-

zeigt, dass das Gesamtüberleben umso kürzer war, je höher die MMP-9-Aktivität zum 

Zeitpunkt der Diagnose war (Oeliwowska, et al., 2005). Dies trifft ebenfalls auf das 

kleinzellige Bronchialkarzinom zu, bei welchem eine MMP-9 Expression einen negati-

ven Prognosefaktor darstellt (Szostakiewicz, et al., 2003). MMP-9 zersetzt 

Komponenten der Extrazellulärmatrix mit hoher spezifischer Aktivität für denaturiertes 

Kollagen (Gelatin). Es zersetzt ebenfalls Kollagen IV, welches einen Teil der 

Basalmembran darstellt, Kollagen V, XI und Elastin (Pryczynicz, et al., 2007). 

 

 
Abb. 6 (Steen, et al., 2002) 

Abb. 6: Es wird die Funktion von MMP-9 (Gelatinase B) bei der Invasion von Tumorzellen dargestellt. 

Die Tumorzellen regen Leukozyten, wie Neutrophile oder Monozyten, welche sich später zu 

Makrophagen differenzieren können, über chemotaktische Botenstoffe dazu an, sich, von Blutgefäßen 

ausgehend, auf den Tumor zuzubewegen. Diese sezernieren auf ihrem Weg Gelatinase B, die in der 

Lage ist, Extrazellulärmatrix zu degradieren. Somit wird ein Tunnel geschaffen, den die Tumorzellen in 

Gegenrichtung nutzen, um Anschluss an die für Progression, Invasion und Metastasierung essenziellen 

Blutgefäße zu erhalten ( (Opdenakker, et al., 1992), (Coussens, et al., 2000), (Coillie, et al., 2001) ). 

Zusätzlich kann Gelatinase B direkt von Tumor- und Stromazellen eingesetzt werden und einen 

potenzierenden Effekt auf dessen sezernierte Botenstoffe auszuüben (Steen, et al., 2002). 
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2 �+�\�S�R�W�K�H�V�H�Q 

 

Aus den in der Einleitung beschriebenen Zusammenhängen wurden nun vor 

Versuchsbeginn zunächst folgende Hypothesen formuliert: 

 

1. Stress übt einen für das Versuchstier negativen Einfluss auf die Progression 

eines Pankreaskarzinoms aus. 

2. Dabei verändern sich die Größen wie Tumorvolumen und -infiltration. 

3. Die Prognose für das Überleben wird dadurch verschlechtert. 

4. Der nebenwirkungsarme und unselektive ��-Rezeptorenblocker Propranolol re-

duziert die stressinduzierte Tumorprogression und Prognoseverschlechterung. 

 

Um diese Hypothesen zu prüfen, wurden in dieser Dissertation damit folgende 

spezifische Fragestellungen berücksichtigt: 

 

1. Wird durch chronischen Stress die Ausschüttung des Stresshormons Corti-

costeron nachweislich gesteigert? 

2. Erhöht sich die Konzentration der Matrixmetalloproteinase-9 im Tumorgewebe 

der gestressten Versuchstiere? 

3. Ist eine erhöhte MMP-9 Konzentration mit einer verstärkten Tumorinfiltration as-

soziiert?  
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3 �0�D�W�H�U�L�D�O���X�Q�G���0�H�W�K�R�G�H�Q 

3.1 In-Vivo -Versuche 
 

In diesem Kapitel werden die Methoden beschrieben, welche unmittelbar an den 

Versuchstieren angewandt wurden. Dabei werden zunächst die Einzelverfahren im 

Detail beschrieben. Am Ende dieses Kapitels finden sich Versuchs-

zusammenfassungen über die fünf durchgeführten Tierversuche, bei denen die 

Einzelverfahren in einen Zusammenhang gebracht werden.  

 

3.1.1 Versuchstiere, Tierhaltung 

 

Die Tierversuche wurden in Räumen der BioTechnikum Greifswald GmbH (Walther-

Rathenau-Str. 49a, 17489 Greifswald) unter Kooperation der Abteilung für 

Versuchstierkunde durchgeführt. Alle Vorraussetzungen für eine artgerechte 

Tierhaltung konnten erfüllt werden. Die einzelnen Versuche wurden ordnungsmäßig 

vom Landesministerium für Ernährung, Landwirtschaft, Forsterei und Fischerei 

Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (LALLF M-V TSD/7221.3-1.1-056/06). Eine 

antragsgerechte Durchführung aller Tierversuche wurde durch die Aufsicht des 

Antragstellers PD Dr. med. L. I. Partecke gewährleistet. 

Es wurden männliche C57BL/6-Mäuse (Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland) 

im Alter von 6 - 8 Wochen und einem Gewicht von 19 �± 23 g in Gruppen randomisiert. 

Um eine artgerechte Sozialstruktur in den Gruppen zu etablieren, wurden die Tiere mit 

Futter und Wasser ad libidum für 2 Wochen vor Experimentbeginn unter stressfreien 

Bedingungen gehalten. Die Tierräume wiesen konstante Temperatur (21 °C) und 

Luftfeuchtigkeit (50 �± 60 %) auf und ein strenger Tag-Nacht-Rhythmus von 12 zu 12 

Stunden wurde eingehalten. Um weitere äußere Einflüsse, zum Beispiel Geräusche 

und Gerüche, zu minimieren, wurden die Tiere während der Adaptationsphase und der 

Experimente nur von einer Person betreut. 

Zur Fütterung wurde das spezielle Alleinfutter V1126-00 ssniff M-Z (ssniff 

Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) verwendet. 
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3.1.2 Stressmodell 

 

Stress ist die entscheidende Einflussgröße, welche in dieser Arbeit bezüglich des 

Wachstums eines Tumors untersucht wurde. Somit war es von grundlegender 

Bedeutung, ein messbares System zur Verfügung zu haben, mit dem es möglich war, 

Stress objektiv zu messen. Mäuse stellten in den Versuchen das Medium zwischen 

Stress und Tumorwachstum dar. Es galt also, sich mit den Verhaltensweisen von 

Mäusen auszukennen, um eine Beurteilung bezüglich deren Verfassungszustand 

treffen zu können. Die Arbeitsgruppe um Frau Dr. Kiank aus der Abteilung für 

Immunologie der Ernst-Moritz Arndt Universität Greifswald hat 2005 eine Arbeit über 

ein Stressapplikations- und -bewertungssystem für Mäuse veröffentlicht (Kiank, et al., 

2006), welches unsere Arbeitsgruppe als Grundlage für die Versuche bezüglich 

Stressform und deren Applikation sowie für die anschließende Messung des erreichten 

Stressniveaus verwendet hat. Die für die Versuche dieser Arbeit verwendete 

Stressform (chronischer Stress), bestehend aus Akustik- und Engestress, sollte den 

Mäusen keine Möglichkeit zur Adaptation geben, so dass ein konstantes Stressniveau 

aufrechterhalten wurde. 

 

3.1.2.1 Stressmethode 

 

Mit der Anwendung von Stress wurde ab dem 3. postoperativen Tag nach 

Tumorimplantation begonnen. In der Versuchsphase wurden die Mäuse 2x täglich für 

2 Std. (8 - 10 Uhr) und (16 - 18 Uhr) kombiniertem akustischem und räumlichem 

Engestress ausgesetzt. An Tagen mit MRT-Untersuchungen entfielen die 

Stresssitzungen. Zur Durchführung des räumlichen Engestresses wurden die Mäuse 

in konischen 50 ml Zentrifugenröhrchen (BD Biosciences, Erembodegem, Belgien) für 

2 Stunden gehalten, wobei der Schwanz durch ein Loch aus dem Deckelende frei 

herausragte. Die Röhrchen waren mit ausreichend Löchern zur Ventilation versehen. 

Es wurde gewährleistet, dass die Tiere während der Stressexposition im Röhrchen 

genügend Wärme abgeben konnten. Gleichzeitig wurde akustischer Stress mittels 

eines Ultraschall-Emissionsgerätes (75616, Isotronic, Horb, Deutschland) bei 

randomisierter Frequenz (15,5 KHz �± 19,5 KHz) mit einer Lautstärke von 0 bis 35 dB 

attackenartig in zufälliger Wiederholung für ebenfalls 2 Stunden ausgeübt. Durch die 
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Randomisierung der Frequenz und Lautstärke sollte eine Adaptation der Mäuse an 

den Stress verhindert werden. Zwischen den Stresssitzungen blieben die Mäuse in 

ihren gewohnten Käfigen und hatten freien Zugang zu Wasser und Nahrung. Die 

Kontrollmäuse wurden unter sonst gleichen Bedingungen von den Stress-Mäusen 

getrennt gehalten, um jegliche akustische oder olfaktorische Kommunikation 

auszuschließen. 

 

3.1.2.2 Nachweis von Stress 

 

Zum eindeutigen Nachweis von chronischem Stress wurden vielseitige Experimente 

herangezogen, die von der Forschungsgruppe Chirurgische Onkologie durchgeführt 

wurden. Die einzelnen Methoden für den Stressnachweis waren folgende: Stress 

Severity Score (siehe 3.1.2.2.1), quantifizierbarer Western-Blot der 

Tyrosinhydroxylase in adrenalem Gewebe als Maß für die durchschnittliche 

Katecholaminproduktion, Corticosteron-Bestimmung in murinem Serum mittels ELISA 

(siehe 3.2.1), Bildgebung der maximalen Diameter der Glandulae adrenales (Partecke, 

et al., 2016). In dieser Arbeit werden der Corticosteron ELISA und der Stress Severity 

Score beschrieben und deren Ergebnisse aufgeführt. 

 

3.1.2.2.1 Stress Severity Score 

 

Der Stress Severity Score (SSS) (Abb. 7), zur objektiven Beurteilung des 

Stresszustandes einer Maus, wurde im wesentlichen von Kiank (Kiank, et al., 2006) 

übernommen und im Zuge der Versuche modifiziert. 

Nach jeder Stresssitzung wurde die entsprechende Maus aus dem Röhrchen 

genommen und zur Begutachtung in ihren Käfig gesetzt. Auf dem Protokoll des SSS 

wurde die Mausnummer, Stresssitzungsnummer, Uhrzeit und der Untersucher notiert. 

Einmal pro Woche wurden die Mäuse zusätzlich gewogen und die Gewichte notiert. 

Es gab fünf Hauptbewertungskriterien, welche wiederum in Unterpunkte unterteilt 

waren. Diese sind Urin, Stuhl, Beschaffenheit des Fells, Lethargie und Muskeltonus. 

Jedem der Unterpunkte (Abb. 7) wurde, dem Zustand der Maus entsprechend, eine 

bestimmte Punktzahl zugeordnet (die Bewertungs-Kategorien sind der Abbildung 7 zu 

entnehmen). Diese ergaben nach Addition der einzelnen Unterpunkt-Werte eine  
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Stress Severity Score 
�I�•�U���0�D�X�V�V�W�D�P�P�����&�����%�/���������³�%�O�D�F�N���V�L�[�´�� 
 
Maus �± Nummer: 

Stresstag:   Uhrzeit: 

Stresssitzung Nr:   Untersucher: 

 
Urin: 
Kein Urin         0 Punkte 
Nasses Areal um die Urethra       1 Punkt 
Nasses Areal um das ventrale Fell      2 Punkte 
Nasses ventrales Fell        3 Punkte 
Zusätzliche nasse dorsale Fellanteile      4 Punkte 
Nasser Körper        5 Punkte 
Komplett Nasses Tier        6 Punkte ____ 

 
Stuhl: 
Kein Stuhl         0 Punkte 
1 �± 5   Stuhlpellets      1 Punkt 
6 �± 10   Stuhlpellets      2 Punkte 
11 �± 15   Stuhlpellets      3 Punkte 
16 �± 20   Stuhlpellets      4 Punkte 
21 �± 25   Stuhlpellets      5 Punkte 
> 25   Stuhlpellets      6 Punkte ____ 
 
Zeigt sich Durchfall  wird der Wert der Defäkation verdoppelt . 
 
Beschaffenheit des Fells:  ruffled = kräuseln, zerwühlt, zerzaust 
Normales Fell        0 Punkte 
Dorsales Fell ruffled         1 Punkt 
Das Fell des ganzen Tieres strongly ruffled      2Punkte ____ 
 
Bei nassem Fell wird dem Tier 1 Punkt gegeben. 
 
Lethargie:  grooming = putzen des Fells 

Normale Aktivität        0 Punkte 
Leicht erhöhte explorative Aktivität      1 Punkt 
erhöhte explorative Aktivität, kurze grooming - Intervalle     2 Punkte 
Mehr als 10 grooming - Intervalle in den ersten 2 Min.      3 Punkte 
Grooming nur selten unterbrochen in den ersten 2 Min.     4 Punkte 
Verminderte explorative Aktivität, selten grooming �± Intervalle     5 Punkte 
Lethargie, keine Aktivität       6 Punkte ____ 

 
Muskeltonus: 
Normaler Muskeltonus        0 Punkte 
Leicht reduzierter Muskeltonus mit zeitweisem (Sekunden) 

�³�G�U�R�S-�G�R�Z�Q�´���G�H�V���6�F�K�Z�D�Q�]�H�V      1 Punkt 
Reduzierter Muskeltonus mit längeren Intervallen mit 

�Ä�W�U�D�L�O�L�Q�J�³���G�H�V���6�F�K�Z�D�Q�]�H�V���X�Q�G���Ä�:�D�W�V�F�K�H�O�J�D�Q�J�³     2 Punkte 
Erheblich reduzierter Muskeltonus mit einem konstanten 

�Ä�W�U�D�L�O�L�Q�J�³���G�H�V���6�F�K�Z�D�Q�]�H�V���X�Q�G���Ä�:�D�W�V�F�K�H�O�J�D�Q�J�³���Z�l�K�U�H�Q�G���G�H�U 
ersten 5 Minuten nach zurücksetzen der Maus in den Käfig    3 Punkte ____ 

 

 

Score: ____ 

Abb. 7 

Abb. 7: Protokoll zur Dokumentation der Stresssitzungen 

 

Gesamtpunktzahl, welche Ausdruck des Stresszustandes der betrachteten Maus war. 

Diese konnten, je nach Versuchslänge, am Ende eines Experimentes addiert und 

gemittelt werden. So konnten einzelne Mäuse einer Gruppe untereinander verglichen 

werden. Weiterhin wurden verschiedene Gruppen untereinander verglichen. Ziel war 

es, einen Unterschied im Stressniveau zwischen einer Stressgruppe, welche täglich 
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gestresst wurde, und einer Kontrollgruppe, welche so wenig wie möglich Stress 

ausgesetzt wurde, festzustellen. In einem Unterversuch wurden diese Unterschiede 

untersucht. Dabei wurden sechs Mäuse aus einer Stressgruppe über sieben Tage lang 

gestresst und bewertet. Als Referenzgruppe sind sechs Mäuse aus einer 

Kontrollgruppe sieben Tage lang lediglich bewertet, aber nicht gestresst worden. 

Dieser Versuch bildete die Grundlage für die Quantifizierung von Stress in den 

durchgeführten Stressversuchen und wurde durch einen weiteren Stressparameter, 

die Corticosteron-Bestimmung im Serum (siehe 3.1.2.2.2), ergänzt. 

Wesentliche Änderungen des SSS waren bei der Beurteilung der �Ä�%�H�V�F�K�D�I�I�H�Q�K�H�L�W���G�H�V��

Fel�O�V�³���X�Q�G���Ä�/�H�W�K�D�U�J�L�H�³���H�U�I�R�U�G�H�U�O�L�F�K�����8�U�V�S�U�•�Q�J�O�L�F�K���N�R�Q�Q�W�H�Q���E�H�L���Ä�%�H�V�F�K�D�I�I�H�Q�K�H�L�W���G�H�V���)�H�O�O�V�³��

nach Kiank fünf Punkte erzielt werden. Dies musste auf zwei Punkte reduziert werden, 

da sonst dadurch falsch hohe Gesamtwerte erzielt worden wären���� �%�H�L�� �Ä�/�H�W�K�D�U�J�L�H�³��

wurde die Beobachtungszeit des durchgeführten Putzverhaltens (Grooming) nach 

Kiank von fünf auf zwei Minuten reduziert, da diese Zeit ausreichte, um das 

Putzverhalten einer Maus zu beurteilen. 

 

3.1.2.2.2 Corticosteron 

 

Corticosteron (siehe 1.2.4), bei Nagern das wichtigste Glucocorticoid und von 

besonderer Bedeutung bei Langzeitstress, wurde als weiterer Stressparameter 

herangezogen. Versuchsaufbau, Entnahme der Proben (siehe 3.1.4.2) und das 

Protokoll zur Bestimmung von Corticosteron aus dem Serum (siehe 3.2.1) werden 

gesondert beschrieben. 

 

3.1.3 Tumorimplantation 

3.1.3.1 Narkose 

 

Bei der Injektion der Tumorzellen in den Pankreaskopf, bei der die Bauchdecke 

eröffnet wird, wurde eine Narkose angewandt, welche die Schmerzfreiheit und 

Ruhigstellung der Mäuse gewährleistete. Die bei diesem Eingriff verwendete 

Injektionsnarkose wurde aus zwei Wirkstoffen zusammengesetzt.  
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Zum einen Ketamin (Ketanest S 25 mg/ml, Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland), 

einem Cyclohexanonderivat. Es wird in der Human- und Tiermedizin zur Narkose und 

zur Behandlung des Status asthmaticus eingesetzt. Es bewirkt eine sogenannte 

dissoziative Anästhesie. Dies ist ein Zustand von Schlaf verbunden mit 

Schmerzfreiheit unter weitgehender Erhaltung der Reflextätigkeit. Es kombiniert somit 

die Wirkung eines Hypnotikums und eines potenten Analgetikums. In diesem Fall 

wurde es intraperitoneal verwendet. Es kann jedoch auch nasal, oral, intravenös sowie 

intramuskulär appliziert werden.  

Die zweite Komponente bildete Rompun 2 % (Bayer, Leverkusen, Deutschland). Es 

�H�Q�W�K�l�O�W�� �G�H�Q�� �:�L�U�N�V�W�R�I�I�� �;�\�O�D�]�L�Q���� �;�\�O�D�]�L�Q�� �L�V�W�� �H�L�Q�� �.-2-Rezeptoragonist, der einen 

schlafähnlichen (sedativ-hypnotischen) Zustand, verbunden mit einer allgemeinen 

Muskelrelaxation und von Tierart zu Tierart und individuell unterschiedlich stark 

ausgeprägten Schmerzfreiheit (Analgesie/Anästhesie), erzeugt. 

Für die Injektion wurde ein Gemisch von 10 ml erstellt. Es wurden 4 ml Ketanest, 0,5 

ml Rompun und 5,5 ml NaCl miteinander vermengt. Aus diesem Gemisch wurden pro 

Maus je nach Gewicht jeweils 250 �± 300 µl intraperitoneal injiziert. 

 

3.1.3.2 Matrigel 

 

Bei der Injektion der Pankreaskarzinomzellen musste gewährleistet sein, dass sich die 

Tumor-Zellen nach der Injektion nicht diffus in der Bauchhöhle verteilten, also eine 

Tumorzelldissemination verhindert wurde. Das Zellwachstum des Tumors sollte bei 

dem in dieser Arbeit verwendeten Versuchsaufbau orthotop, also direkt im 

Pankreaskopf lokalisiert, erfolgen. Zu diesem Zweck wurde das Proteingemisch 

Matrigel verwendet, welches, zusammen mit den Tumorzellen in den Pankreaskopf 

injiziert, bei > 10 °C von einer liquiden in eine gelartige Konsistenz überging und somit 

die zunächst im Flüssigen aufgenommenen Tumorzellen innerhalb kurzer Zeit im 

Tumor gegen das Auslaufen fixierte. 

�%�'�� �0�D�W�U�L�J�H�O�Œ�� �%�D�V�D�O�P�H�P�E�U�D�Q�P�D�W�U�L�[��(BD Biosciences, Erembodegem, Belgien) war 

eine gelöste Basalmembranzubereitung, welche aus Engelbreth-Holm-Swarm-Maus-

Sarkom-Zellen extrahiert wurde. Diese Tumorzellen waren reich an extrazellulären 

Matrixproteinen. Die Hauptbestandteile waren Laminin, Collagen IV, Entactin und 

Heparansulfat-Proteoglykan. In Engelbreth-Holm-Swarm-Tumoren natürlich 

vorkommende Wachstumsfaktoren waren ebenfalls enthalten. BD Matrigelmatrix 
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polymerisierte bei Raumtemperatur und erzeugte biologisch aktives Matrixmaterial, 

das der zellulären Basalmembranmatrix von Säugetieren ähnelte���� �%�'�� �0�D�W�U�L�J�H�O�Œ��

Basalmembranmatrix diente der Anhaftung und Differenzierung von normalen und 

transformierten verankerungsabhängigen Epithelzellen und anderen Zelltypen. 

Außerdem bewahrte der BD Matrigel Matrix-Pfropf durch die hohe 

Proteinkonzentration nach Injektionen bei Mäusen seine Integrität. So konnten die 

injizierten Tumorzellen für die in-situ-Analyse verwendet werden. 

 

3.1.3.3 Tumorimplantationsprotokoll 

 

Während die ersten Mäuse narkotisiert wurden, mussten zeitgleich die 

Pankreaskarzinomzellen vorbereitet werden. Hier waren für jede Maus eine definierte 

Anzahl von 6606 PDA Zellen (2 x 105 Zellen) vorgesehen. Die Zellen wurden drei 

Minuten lang auf einer niedrigen Stufe (Stufe 1) zentrifugiert. Der Überstand wurde 

dekantiert. Nun mussten die Zellen mit 80 µl PBS und 80 µl Matrigel ergänzt und gut 

vermischt werden. Das Gemisch wurde bei einer Temperatur von 4 °C injiziert und 

befand sich somit noch in einem liquiden Zustand. Nach der Injektion nahm es die 

Körpertemperatur an und ging dadurch in eine gelartige Konsistenz über, wodurch die 

peritoneale Ausbreitung verhindert wurde. Es war hier von außerordentlicher 

Wichtigkeit, eine gleichmäßige Suspension ohne Luftbläschen zu erreichen. So konnte 

gewährleistet werden, dass in jede Maus die gleiche Menge an Zellen implantiert 

wurde. 

Die Maus wurde auf dem Rücken fixiert, längs laparotomiert, der Darm zur Seite gelegt 

und somit das Pankreas freigelegt. Das Pankreas musste leicht straffgezogen und 20 

µl der erstellten Suspension in den Pankreaskopf injiziert werden (Abb. 8). Vor dem 

Wundverschluss erhielten die Tiere zur Flüssigkeitssubstitution 0,5 ml 

Kochsalzlösung, welche intraperitoneal verabreicht wurde. Am Ende der Operation 

erhielten sie als Schmerztherapie 0,1 mg/kg Buprenorphin s.c.. Dann wurde der Darm 

zurückverlegt und die Bauchdecke mittels einschichtiger und resorbierbarer Naht (4/0, 

Catgut, Markneukirchen, Deutschland) zugenäht. 
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Abb. 8 

Abb. 8: Injektion der Tumorsuspension in den Pankreaskopf einer laparotomierten Maus. Der Darm 

wurde mit einer Pinzette hochgehalten. Die gezeigte Kanüle steckte im Pankreaskopf. 

 

3.1.4 Exploration 

3.1.4.1 Narkose 

 

Im Gegensatz zur Injektionsnarkose bei der Tumorimplantation wurde für die 

Bildgebung im Kleintier MRT eine Gasnarkose durch Isofluran© (Baxter Deutschland 

GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) gewählt. In eine atmosphärisch isolierte 

Kunststoffbox wurden 3 % Isofluran in einer Mischung mit O2 3 l / min eingeleitet. Dies 

geschah bis zur tiefen Bewusstlosigkeit der zu untersuchenden Maus. Zur weiteren 

Aufrechterhaltung der Narkose in der MRT-Spule wurde die Konzentration etwas 

verringert (1 % - 1,5 % Isofluran© in O2, 1 l / min �± 1,5 l / min). 

Isofluran, welches zu den halogenierten Ethern gehört, war aufgrund der relativ 

schnellen Anflutungszeit (MAC (minimale alveoläre Konzentration) 1,2 %; vgl. N2O 

�ÄLachgas�³���0�$�&�������������� das Narkotikum der Wahl (Mutschler, et al., 2006). 
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3.1.4.2 Explorationsprotokoll 

 

Der Ablauf eines Explorationstages bestand aus drei Komponenten. 1. Komponente: 

Vorbereitung der Maus auf das MRT und eventuelle Blut- und Urinentnahme, 2. 

Komponente: Bildgebung im Kleintier-MRT (siehe 3.1.5.1), 3. Komponente: 

Eigentliche Exploration mit Entnahme und Vermessung der Organe. 

Es wurde die gewünschte Maus aus dem Kasten entnommen. Die Urinentnahme 

erfolgte nach dem Heranführen des Geschlechtsorgans an ein 15 ml Falkonröhrchen 

(BD Biosciences, Erembodegem, Belgien) durch manuelle Reizung, so dass es zur 

Urinabgabe kam. Die Maus wurde in den MRT-Vorraum gebracht. Es erfolgte eine 

Narkose. Der Maus wurde mittels Einmalkapillar-Pipetten 20 µl (Na-heparinisiert) 

(Marienfeld, Lauda Königshofen, Deutschland) retroorbital Blut entnommen. Das Blut 

wurde mit einem Serumröhrchen (BD Vacutainer SST II Advance, BD Biosciences, 

Erembodegem, Belgien) aufgefangen. Dieses wurde in einer Eisbox kaltgestellt. 

Später wurde das Serum abzentrifugiert (10 min, 3500 rpm) und bei �± 20 °C 

eingefroren. 

Die Maus wurde auf der MRT-Spule fixiert, an die MRT-interne Narkose 

angeschlossen (siehe 3.1.4.1) und die Atmung kontrolliert. Je nach Atemfrequenz 

wurde die Dosierung der Narkose hoch oder runter reguliert. Die MRT-Messung wurde 

begonnen. Es wurden T2-gewichtete Bildserien in Koronar- und Transversalebene 

erzeugt und gespeichert (siehe 3.1.5.1). 

Danach folgte die eigentliche Exploration: Die Maus befand sich weiterhin in tiefer 

Narkose. Sie wurde durch zervikale Dislokation mithilfe einer Pinzette getötet und 

anschließend auf dem Rücken fixiert. Der Bauch wurde mit einer Schere eröffnet, das 

Abdomen und der hervortretende Tumor fotografiert (Abb. 9) und mit einer Nummer 

und einem Datum dokumentiert. Falls erforderlich, wurden zusätzlich mittels einer 

Spritze Blut aus der Aorta oder Urin aus der Blase für weitere Untersuchungen 

gewonnen. Bei der Entnahme der Organe wurden zuerst die Nebennieren 

entnommen. In einem Eppendorf-Röhrchen wurden sie in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Der Pankreastumor wurde nun vorsichtig abpräpariert. Dabei war 

darauf zu achten, dass die Milz und das übrige Pankreas am Tumor erhalten blieben. 

Das Präparat wurde dann in Kochsalzlösung gewaschen und zur Dokumentation 

fotografiert (Abb. 10). Nach der Dokumentation wurde der Tumor von den übrigen 

Strukturen getrennt und gesondert mittels einer digitalen Schieblehre (0 - 150 mm) 
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ausgemessen. Dafür wurde die Formel Breite² x (Länge x ½) verwendet (Carlsson, et 

al., 1983). Je nach Versuchsaufbau wurde der Tumor mit einem Skalpell in die für die 

Histologie und Immunhistochemie benötigten Präparate zugeschnitten. Zusätzlich 

musste überprüft werden, ob der Tumor andere Strukturen, wie den Zwölffingerdarm, 

Magen oder die Leber, infiltriert hatte. War dies der Fall, so wurde das betroffene 

Organ ebenfalls herauspräpariert. Abschließend wurden das Abdomen und der Thorax 

auf Metastasen oder vergrößerte Lymphknoten hin untersucht. Die nicht verwendeten 

Innereien wurden wieder in der Bauchhöhle platziert und der Kadaver wurde entsorgt. 

Die gewonnenen Proben wurden konserviert und, wie in den zugehörigen Kapiteln 

beschrieben, aufbereitet und ausgewertet. 

 

   

  Abb. 9       Abb. 10 

Abb. 9: Eröffneter Situs bei Exploration des Pankreastumors (schwarzer Pfeil). Weiterhin zu sehen: 

Aorta abdominalis (roter Pfeil), rechte Niere (gelber Pfeil), grosser Leberlappen (weisser Pfeil), 

Zwölffingerdarm (orangener Pfeil). 

Abb. 10: Präpariertes Tumorpaket vom 29.4.08. Tumorwachstum von sechs Wochen. Zu sehen: 

Pankreaskopftumor (schwarzer Pfeil), gesundes Pankreasgewebe mit Corpus und Schwanz (roter 

Pfeil), Milz (weisser Pfeil). 

 

3.1.5 Kleintier-MRT 

 

Das Hochfeld Kleintier-MRT (ClinScan, 7.0 Tesla, 290 mTesla / m 

Gradientenfeldstärke, Bruker, Karlsruhe, Deutschland) bietet, neben der chirurgischen 

Tumorexploration (siehe 3.1.4.2), eine weitere Möglichkeit zur exakten, objektiven 

Volumenerfassung der heranwachsenden Tumoren der Versuchstiere. Zusätzlich 



30 

 

besteht die Option, das Wachstum im Zeitstrahl zu erfassen und an mehreren 

definierten Zeitpunkten Messungen durchzuführen. Durch die gute, detaillierte 

Bilddarstellung und präzise, standardisierte Berechnung der Volumina, entwickelte 

sich dieses Verfahren zur wichtigsten Darstellungsform für die Vergleichbarkeit von 

Tumorvolumina. 

 

3.1.5.1 Bildgebung 

 

Die Mäuse wurden unter Narkose, in einer Ganzkörper-Maus-Spule (Bruker, 

Karlsruhe, Deutschland) (Abb. 11), in Bauchlage gescannt. Die Sequenzakquise 

erfolgte atemgetriggert, um Bewegungsartefakte und ein verstärktes Singnalrauschen 

während der Aufnahmen zu vermeiden. Die optimale Atemfrequenz betrug 40 

Atemzüge pro Minute, welche über die Tiefe der Narkose reguliert wurde. Zusätzlich 

zur Atemfrequenz wurden die Vitalparameter Herzfrequenz mittels EKG und 

Temperatur abgeleitet. Vor dem Start der hochauflösenden T2-(Querrelaxationszeit)-

Akquise wurden Lokalisierungssequenzen berechnet, die zur Orientierung im 

Versuchstier dienten. Darauf basierend wurde ein "Gesichtsfeld" bestimmt, welches 

den kranialen Teil der unteren Extremität, das komplette Abdomen und den kaudalen 

Teil beider Lungenflügel umfasste. Für die hochauflösenden Bilder zur exakten 

Berechnung der Tumorvolumina wurden T2-gewichtete Bildserien in Koronar- und 

Transversal-Ebene angefertigt: (Koronar: TR (Repetitionszeit): ca. 1200 ms, TE 

(Echozeit): 41.0 ms, FA (Flip Angle): 180°, FoV (Field of View): 42 mm x 42 mm, Matrix: 

240 x 320, 24 Schichten, SD (Schichtdicke): 0,7 mm, Akquisitionszeit: ca. 15 min; 

Transversal: TR: ca. 1250 ms, TE: 41.0 ms, FA: 180°, FoV: 40 mm x 40 mm, Matrix: 

240 x 320, 24 Schichten, SD: 0,7 mm, Akquisitionszeit: ca. 10 min) (Partecke, et al., 

2011). 
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     Abb. 11 

Abb. 11: Verkabelte Maus. Überwacht werden die Vitalparameter wie Atemfrequenz, Herzfrequenz und 

Temperatur. Auf der linken Seite ist die Ganzkörper-Maus-Spule von Bruker zu sehen (Partecke, et al., 

2011). 

 

3.1.5.2 Berechnung der Tumorvolumina 

 

Für die Auswertung der erzeugten Bildsequenzen wurde die Software MIPAV (medical 

image processing and visualisation, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 

USA) (McAuliffe, et al., 2001) verwendet, welche, basierend auf Algorithmen des CIT 

(Center for Information Technology) und der NIH (National Institutes of Health), eine 

exakte Volumenberechnung ermöglichte. Hierfür wurden alle transversalen Schichten 

eines Tumors farblich markiert und als sogenannte "ROIs" (Regions of Interest, also 

die zu volumetrierenden Regionen) gekennzeichnet. Aus verschiedenen Parametern, 

wie Schichtdicke, Auflösung und Grösse der ROIs, berechnete das Programm das 

genaue Tumorvolumen. Um die gewünschte Kompatibilität der Software mit dem 

verwendeten MRT-System zu belegen, wurde die Messung eines Phantoms, in Form 

eines standartisierten 1,5 ml Eppendorfröhrchens, welches ein definiertes Füllvolumen 

von 1000 mm3 Wasser hatte, erfolgreich durchgeführt. Zur zusätzlichen Absicherung 

und Selbstkontrolle wurden die Tumoren weiterhin bei der Exploration manuell 

vermessen und mit den Ergebnissen der MRT-Bilder verglichen. Fernmetastasen, die 

keinen direkten Kontakt zum Haupttumor hatten, wurden in der Rechnung 

ausgeschlossen. Absiedlungen oder Infiltrationen, die in direktem Zusammenhang mit 

dem Ursprungstumor standen, wurden in der Volumetrie berücksichtigt (Partecke, et 

al., 2011). 
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  Abb. 12 

  Abb. 13 

 

Abb. 12: Beispiel für T2 Bilder in Koronar- (links) und Transversalebene (rechts) einer Stressmaus mit 

Region of Interest des Tumors (rot markierter Bereich). 

Abb. 13: Beispiel für T2 Bilder in Koronar- (links) und Transversalebene (rechts) einer Kontrollmaus mit 

Region of Interest des Tumors (grün markierter Bereich). 

 

3.1.6 Versuchsaufbau der einzelnen in-vivo-Versuche 

3.1.6.1 Vorversuch zur Etablierung der Methode 

 

Der Vorversuch wurde zur Etablierung der Methode durchgeführt, um potentielle 

Wachstumsdifferenzen von Tumorvolumina zwischen Stress- und Kontrollgruppen zu 

analysieren. 32 Mäuse wurden in sechs Gruppen von jeweils fünf Mäusen aufgeteilt 

und zwei Mäuse wurden als Reservetiere gehalten. Alle Gruppen konnten sich für zwei 

Wochen, nach Eintreffen im Tierstall, an die Umgebung und die der Gruppe zugeteilten 

Artgenossen gewöhnen. Drei Tage nach der Tumorimplantation (siehe 3.1.3), 

begannen die Stresssitzungen für drei randomisiert ausgewählte Gruppen (siehe 

3.1.2.1). Die anderen drei Gruppen wurden in einem separierten, von der Stressquelle 

nicht erreichbaren Raum, untergebracht. Stresssitzungen erfolgten täglich für zwei 
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Stunden. Nach jeder Stresseinheit wurde eine Bewertung mittels SSS (siehe 3.1.2.2.1) 

durchgeführt und besondere Vorkommnisse notiert. Zusätzlich wurde einmal 

wöchentlich das Gewicht jeder Maus vor der Stressexposition dokumentiert. 

Insgesamt wurden drei Explorationstermine festgelegt. Diese waren jeweils zwei, vier 

und sechs Wochen post operationem. An diesen Terminen wurde von den Tumoren 

jeder Maus aus der Stress- und Kontrollgruppe eine MRT-Bildgebung in Transversal- 

und Koronarschnitten durchgeführt (siehe 3.1.5.1), aus der dann die genauen Tumor-

Volumina berechnet werden konnten (3.1.5.2). Die statistische Analyse zum Vergleich 

der Tumorvolumina wurde mit einem zweiseitigen t-Test durchgeführt. 

Zusätzlich wurde die chirurgische Exploration (siehe 3.1.4.2) vorgenommen, bei der 

die Tumorgrößenmessung mittels digitaler Schieblehre sowie die Tumorkonservierung 

zur späteren Durchführung einer Immunhistochemie von MMP-9 die wesentlichen 

Komponenten waren. In diesem Vorversuch hatte sich gezeigt, dass zwar eine 

deutliche, aber nicht signifikante Vergrößerung der Tumoren zu verzeichnen war, so 

dass das Stressschema, wie unter 3.1.6.2 beschrieben, angepasst wurde. 

 

3.1.6.2 Überlebensanalyse 

 

Die Überlebenskurve untersuchte das Verhältnis der Überlebensdauer zwischen zwei 

Mäusegruppen mit implantierten Pankreaskarzinomzellen. Die Stressgruppe wurde 

dabei chronischem Stress ausgesetzt, die Kontrollgruppe nicht. 

Es wurden 45 männliche C57BL/6N-Mäuse im Alter von 6 - 8 Wochen und einem 

Gewicht von 19 �± 23 g erworben. Die Tumorimplantation wurde zwei Wochen nach 

Ankunft der Mäuse im Biotechnikum durchgeführt (siehe 3.1.3). Drei Tage post 

operationem wurde mit den Stresssitzungen (siehe 3.1.2.1) begonnen. In Anlehnung 

an Kiank (Kiank, et al., 2006) wurde in diesem Versuch das Stressschema den 

Erfordernissen angepasst. Die Mäuse der Stressgruppen wurden jeweils zwei Stunden 

am Vormittag und zwei Stunden am Nachmittag dem Stress ausgesetzt. Es wurden 

zwanzig Mäuse aus jeweils einer Kontroll- und einer Stressgruppe in die Wertung 

aufgenommen. Der eingetragene Endpunkt eines jeden Versuchstieres waren dessen 

Tod oder ein prämortales Tumorstadium, welches auf einen Zustand mit nicht zu 

verantwortenden Schmerzen schliessen ließ. Der Versuch war beendet, nachdem die 

letzte Maus gestorben war. Es wurden keine Explorationen vorgenommen. Die 

Schätzung der Überlebensraten erfolgte nach Kaplan-Meier. Die statistische Analyse 
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wurde zusätzlich mittels Log-rank (Mantel-�&�R�[���� �7�H�V�W�� ���$���� � �� ������������ �X�Q�G�� �G�H�P�� �*�H�K�D�Q-

Breslow-�:�L�O�F�R�[�R�Q�� �7�H�V�W�� ���S�� � �� ���������������� �$���� � �� ������������ �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W (Abb. 19). Für die 

Korrelationsanalyse zwischen den Parametern �Ä�h�E�H�U�O�H�E�H�Q�³�� �X�Q�G�� �Ä�6�W�U�H�V�V�� �6�H�Y�H�U�L�W�\��

�6�F�R�U�H�³���H�U�I�R�O�J�W�H���G�L�H���%�H�U�H�F�K�Q�X�Q�J���H�L�Q�H�U���Q�H�J�D�W�L�Y�H�Q���.�R�U�H�O�D�W�L�R�Q���Q�D�F�K���%�U�D�Y�D�L�V���X�Q�G���3�H�D�U�V�R�Q��

(Abb. 20). 

 

3.1.6.3 Magnetresonanztomographischer Vergleich der Tumorprogression 

 

Dieser in vivo geführte Versuch für den Vergleich des Wachstums des 

Pankreaskarzinoms von gestressten und ungestressten Mäusen wurde ähnlich der 

Überlebensanalyse konzipiert. Es wurden 25 Mäuse verwendet, welche jeweils in zwei 

Stress- und Kontrollgruppen von fünf Tieren aufgeteilt und nach drei sowie nach fünf 

Wochen im MRT untersucht und anschließend exploriert wurden. Zusätzlich gab es 

eine Reservegruppe von fünf Tieren. Nach der Tumorinduktion erfolgten die 

Explorationen nach drei und nach fünf Wochen. Die statistische Analyse zum Vergleich 

der Tumorvolumina wurde mit einem zweiseitigen t-Test durchgeführt. 

Um möglichst unverfälschte Werte für die Corticosteron-Bestimmung zu erhalten, 

wurden unmittelbar am Anfang des Explorationstages die Blut- und Urinproben 

entnommen. Dementsprechend wurde die zu untersuchende Maus aus dem Käfig 

genommen, schnell in eine Narkose versetzt und das Blut, wenn möglich > 500 µl, 

retroorbital entnommen. Urin wurde bei diesem Versuch nicht entnommen, um vor der 

Blutentnahme eine Verfälschung des zu untersuchenden Levels der Stresshormone 

zu verhindern. Der weitere Explorationsablauf erfolgte unverändert wie es bereits im 

Vorversuch beschrieben wurde (siehe 3.1.6.1). Immunhistochemische MMP-9 

Färbungen wurden von der Gruppe, die nach fünf Wochen exploriert wurden, 

angefertigt. 

 

3.1.6.4 Magnetresonanztomographischer Vergleich der Tumorprogression unter 

Propranolol 

 
In Anlehnung an die vorbeschriebenen Versuche wurde bei diesem Versuch ein 

Therapiekonzept mit dem unselektiven ��-Rezeptoren-Blocker Propranolol (P0884 

SIGMA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) umgesetzt. Es wurde untersucht, inwieweit der 
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über Katecholamine getriggerte Einfluss auf den Tumor durch die Blockade von ��-

Rezeptoren reduziert werden und somit eine sichtbare Reduktion der 

Tumorprogression erzielt werden konnte. 

Zu diesem Zweck wurden vier Mäusegruppen (N = 8) gebildet und zwei davon unter 

Stress-, die anderen zwei unter Kontrollbedingungen gehalten. Einer der unter Stress 

gehaltenen Gruppen wurde der ��-Rezeptoren-Blocker Propranolol verabreicht, der 

anderen nicht. Ebenso verhielt es sich bei den Kontrollgruppen. Die 

Medikamentengabe erfolgte oral ab dem ersten Tag post operationem mit einer Dosis 

von 0,5 g/l (ca. 30 �± 60 mg/kg/Tag). Zusätzlich wurden 5 g Zucker (S8501 SIGMA, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) je 100 ml Wasser hinzugesetzt. Für die Applikation 

wurden 100 ml Flaschen (50 mg Propranolol) verwendet, die alle drei Tage gewechselt 

wurden. Die beiden ( - )-Propranololgruppen erhielten lediglich eine H2O-Lösung mit 

ebenfalls 5 g Zucker je 100 ml. Um die applizierte Propranololdosierung zu 

überwachen und einen therapeutischen Spiegel zu gewährleisten, wurden die 

Flaschen beim Wechsel regelmäßig gewogen, eine Herzfrequenzmessung 

durchgeführt und die Propranolol-Konzentration im Serum (Mittelwert von 20 ng/ml in 

HPLC) der Mäuse bestimmt (Partecke, et al., 2016). 

Die Tumorimplantation wurde, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, durchgeführt. 

Stressdosis und Untersuchungszeitpunkte wurden von dem zuvor durchgeführten 

Versuch übernommen (siehe 3.1.6.3), so dass die Tumorvolumina nach drei und fünf 

Wochen postoperativ mittels MRT bestimmt werden konnten. Die statistische Analyse 

zum Vergleich der Tumorvolumina wurde mit einem zweiseitigen t-Test durchgeführt. 

 

3.1.6.5 Überlebensanalyse unter Propranolol 

 

Basierend auf dem therapeutischen Konzept des Versuches, bei dem der unselektive 

��-Rezeptoren-Blocker Propranolol zur Anwendung kam (siehe 3.1.6.4), wurde eine 

entsprechende Überlebenskurve durchgeführt, um das Überleben von gestressten 

Propranolol-therapierten und gestressten Kontrolltieren zu vergleichen. Zusätzlich 

wurde das Überleben zweier ungestresster Gruppen, bei der einen mit und bei der 

anderen ohne Verabreichung des ��-Rezeptoren-Blockers, untersucht. Insgesamt 

wurden 72 Versuchstiere auf die einzelnen Gruppen (N = 18 pro Gruppe) verteilt. 

Tumorimplantation, Stressapplikation sowie Medikamentengabe und �±kontrolle 

wurden, wie bereits unter 3.1.6.4 beschrieben, durchgeführt. Der eingetragene 
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Endpunkt eines jeden Versuchstieres war dessen Tod oder ein prämortales 

Tumorstadium, welches auf einen Zustand mit nicht zu verantwortenden Schmerzen 

schliessen ließ. War letzteres der Fall, dann wurde das entsprechende Tier narkotisiert 

und anschließend mittels zervikaler Dislokation getötet. Die statistische Analyse 

erfolgte mittels Log-rank (Mantel-Cox) Test (�$����� ��������������(Abb. 25). 

 

3.1.7 Statistik 

 

Alle statistischen Analysen der experimentell gewonnenen Daten und deren grafische 

Aufbereitung erfolgten, sofern nicht anders gekennzeichnet, mit der Statistiksoftware 

Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, Kalifornien, USA, 2007). 

Die exakte Anzahl der Versuchswiederholungen und die Anzahl der Versuchstiere N, 

die Anzahl versuchsinterner Kontrollen und die jeweils verwendeten statistischen 

Tests sind im Material�± und Methodenteil an den entsprechenden Stellen angegeben. 
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3.2 Laborchemische Quantifizierungsverfahren ex-vivo 

3.2.1 Quantifizierung von Corticosteron-Konzentrationen mittels ELISA 

3.2.1.1 Prinzip 

 

Corticosteron ELISA vom murinen Serum von gestressten und ungestressten Mäusen 

(vgl. 3.1.6.3): Das "IDS Corticosteron EIA kit" von Immunodiagnostic Systems Ltd (IDS 

Ltd, 10 Didcot Way, Boldon Business Park, Boldon, Tyne & Wear, NE35 9PD, United 

Kingdom) ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay, der sich eines polyklonalen 

Corticosteron-Antikörpers bedient, der auf der Oberfläche der Polysterin-Mikrotiter-

Lochplatte lokalisiert ist. Standards, Kontrollen und verdünnte Proben wurden in die 

entsprechenden Löcher pipettiert und konkurrierten dann während einer Inkubation 

über Nacht mit einem Corticosteron-verknüpften Enzym um die freien Bindungsstellen 

der Antikörper. Am nächsten Tag wurden die Lochplatten gewaschen. Durch ein 

hinzugesetztes Substrat entwickelte sich ein Farbumschlag. Dieser wurde abgestoppt 

und dann mittels eines ELISA-Lesegerätes abgelesen. Die Intensität des 

Farbumschlages war invers proportional zu der Konzentration von Corticosteron. 

 

3.2.1.2 Durchführung 

 

Die Versuchsdauer betrug zwei Tage. Die Kalibratoren (REF AC-1401A - AC-1401G) 

und Kontrollen (REF AC-1405A - AC-1405B) lagen in Pulverform vor. Sie mussten mit 

jeweils 1 ml destilliertem Wasser gelöst werden. Anschließend wurden sie wieder 

verschlossen, dann leicht durchgeschwenkt und für 10 - 15 Minuten stehengelassen 

(der ungenutzte Rest wurde später zügig bei �± 20 °C eingefroren). Die Enzym-

Konjugat-Lösung (REF AC-1403) (2 ml) lag zunächst ebenfalls in Pulverform vor. Die 

komplette Flasche mit der Pufferlösung (REF AC-1403B) (12 ml) musste in die mit 

"ENZYMCONJ" gekennzeichnete Flasche gegossen und wieder verschlossen werden. 

Die Flasche wurde 10 - 15 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen und in kurzen 

Intervallen durchgeschwenkt (der ungenutzte Rest wurde später zügig bei �± 20 °C 

eingefroren). Für die Erstellung der Wasch-Lösung musste die gesamte Flasche mit 

Wasch-Konzentrat (REF AC-WASHL) (50 ml) mit 950 ml destilliertem Wasser 

vermischt werden (oder 25 ml mit 475 ml dest. Wasser). Alle Reagenzien sollten vor 
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Gebrauch Raumtemperatur erreicht haben. Vor der direkten Nutzung musste 

wiederholt durchgeschwenkt werden. Für die Vorbereitung der Lösung für die 

einzelnen Proben (REF AC-1400B) wurde für jede Maus ein extra Röhrchen 

bereitgestellt und beschriftet. Die Mausseren wurden im Verhältnis 1 : 10 mit der 

Lösung "SAMPDIL" verdünnt. Dann wurden 20 µl vom Serum und 180 µl von der 

Lösung "SAMPDIL" in jeweils einem Röhrchen gemischt. Abschließend wurden alle 

Proben mit einem Vortexmischer gründlich durchgemischt. 

Die Lochplatte (REF AC-1402W) mit dem polyklonalen "rabbit anti-corticosterone" 

Antikörper wurde entsprechend der zuvor geplanten Belegung zusammengestellt und 

beschriftet (Abb. 14). Dann wurden, je nach Belegung, in jedes einzelne Loch 100 µl 

der jeweiligen Lösung (Kalibrator, Kontrolle, Mausserum) pipettiert. 

Anschließend wurden in jedes einzelne Loch 100 µl der Enzym-Konjugat-Lösung mit 

einer Mehrkanalpipette pipettiert. Nun musste die Platte abgedichtet und für 16 - 24 h 

bei 2 - 8 °C inkubiert werden. 

 

Am 2. Tag, 16 - 24 h waren seit dem letzten Schritt der Inkubation vergangen, musste 

die Platte gewaschen werden. Der Inhalt der Lochplatte wurde dekantiert. Insgesamt 

musste dreimal mit 250 µl Wasch-Lösung gewaschen werden. Mit der bei diesem 

Versuch verwendeten Mehrkanalpipette wurden zweimal 125 µl in jedes Loch pipettiert 

und danach der Inhalt wiederholt dekantiert. Dieser Schritt wurde zusätzlich zweimal 

wiederholt, so dass pro Loch mit insgesamt 750 µl Wasch-Lösung gewaschen wurde 

(benötigte Menge: 44 mal 750 µl = 33000 µl = 33 ml). Dann wurde die Lochplatte kräftig 

auf Papiertücher geklopft, um möglichst wenig Rückstand in den einzelnen Löchern 

zurückzubehalten. Abschließend wurden mit einer Mehrkanalpipette 200 µl "TMB-

Substrat" (REF AC-SUBS) in jedes Loch pipettiert. Das "TMB-Substrat" ist sehr schnell 

kontaminierbar, daher sollte kein Substrat zurück in die ursprüngliche Flasche 

gegossen werden. Es wurden ca. 10 ml der "TMB-Substrat-Lösung" benötigt (44 mal 

200 µl = 8800 µl, ca. 10000 µl = 10ml). Bei Raumtemperatur wurde die Lochplatte für 

30 Minuten inkubiert. Mit der Gabe von 100 µl der Stopp-Lösung (REF AC-STOP) in 

jedes Loch wurde die Inkubation beendet. Die Messung musste nun innerhalb der 

nächsten 30 Minuten nach Zugabe der Stopp-Lösung erfolgen. Gemessen wurde bei 

450 nm mit einem ELISA-Lesegerät (Molecular Devices, Spectra Max 190, Seriennr. 

NN02409, Sunnyvale, CA, USA). 
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A Calibrator 0 0,0 ng/ml Calibrator 0 1-S 3W 4-K 3W 2-K 5W 

B Calibrator 1 1,7 ng/ml Calibrator 1 2-S 3W 5-K 3W 3-K 5W 

C Calibrator 2 4,2 ng/ml Calibrator 2 3-S 3W 1-S 5W 4-K 5W 

D Calibrator 3 10,5 ng/ml Calibrator 3 4-S 3W 2-S 5W 5-K 5W 

E Calibrator 4 29,9 ng/ml Calibrator 4 5-S 3W 3-S 5W Control 1 

F Calibrator 5 68,6 ng/ml Calibrator 5 1-K 3W 4-S 5W Control 1 

G Calibrator 6 242 ng/ml Calibrator 6 2-K 3W 5-S 5W Control 2 

H Blank Blank 3-K 3W 1-K 5W Control 2 

Abb. 14 

Abb. 14: Belegung der Lochplatte 

 

3.2.2 Immunhistochemie MMP-9 in murinen Tumoren 

 

Die immunhistochemische Anfärbung und Auswertung der Matrixmetalloproteinase-9 

auf histologischen Tumorschnitten erfolgte nach Präparatgewinnung entsprechend 

den Versuchsprotokollen (vgl. 3.1.6.1, 3.1.6.3). 

 

3.2.2.1 Reagenzien und Methode 

 

Die Färbung nach der immunenzymatischen Methode beruht auf der Fähigkeit, 

spezifische enzymgekoppelte Antikörper korrespondierender Antigene erkennen und 

darstellen zu können. Die Lokalisation des Antigens wird nach der Antigen-Antikörper-

Reaktion durch Hinzusetzen von Peroxidase (H2O2) sowie des Chromogens DAB (3, 

3'-diaminobenzidine) über einen Farbumschlag erfasst (SUBSTRAT KIT für PEROXI-

DASE, Katalog Nummer SK-4100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 

In diesem Fall wurde eine indirekte 2-Schritt-Methode mit zusätzlichem sekundärem 

Antikörper eingesetzt. Es reagierte ein unkonjugierter MMP-9 Primärantikörper 

((ab38898, von ABCAM, Cambridge, England) Rabbit polyclonal to MMP-9) mit dem 

Antigen. Nachdem sich der Antigen-Antikörper-Komplex ausgebildet hatte, wurde ein 

sekundärer enzymmarkierter Antikörper (Amersham ECL Anti-rabbit IgG, Horseradish 

Peroxidase-linked Species-Specific whole Antibody from donkey, code: NA934, von 

GE Healthcare, Uppsala, Schweden) zugeführt. Hierbei erkannte der 

Sekundärantikörper das Fc-Fragment des Primärantikörpers als Antigen. Der 

Farbumschlag erfolgte schliesslich durch obige Substrat-Chromogen-Reaktion. 
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3.2.2.2 Durchführungsprotokoll 

 

Die verwendeten histologischen Schnitte wurden aus gefrorenen Gewebeblöcken der 

konservierten Pankreastumoren gewonnen. Insgesamt wurden vier Färbegruppen 

gebildet. Eine Mäusegruppe, die gestresst worden war, eine ohne Stressfaktor, eine 

Positivkontrolle und eine Negativkontrolle. Die Positivkontrolle wurde mit 

histologischem Gewebe aus einer humanen Plazenta erstellt (Xu, et al., 2002). 

Vorbereitend wurden 2100 µl (14 mal 150 µl) Primärantikörper in einem Verhältnis von 

1 : 250 (8,4 µl AK + 2091,6 µl Aurion-Lösung (Aurion BSA-c, Wageningen, 

Niederlande)), 4 ml Peroxidase (20 mal 200 µl) im Verhältnis 1 : 10 mit Aqua dest. (500 

µl H2O2 + 4500 µl Aqua dest.), 3000 µl (20 mal 150 µl) sekundärer Antikörper im 

Verhältnis 1 : 100 (30 µl AK + 2970 µl Aurion-Lösung) und 10 ml Aurion-Lösung (1 ml 

Aurion + 9 ml PBS) angemischt. 

Insgesamt wurden 20 Paraffinschnitte bearbeitet, welche für 20 Minuten in Xylol, für 

jeweils 10 Minuten in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 95 %, 70 %) und für 5 

Minuten in PBS getaucht wurden. Für die Antigendemaskierung wurden die Schnitte 

für 14 Minuten in einem Dampfdrucktopf mit 0,5 l Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0) gekocht 

und dann in kaltem Wasser für 14 Minuten abgekühlt. Die weiteren Schritte wurden in 

der feuchten Kammer vorgenommen. Um die aufzutragenden Lösungen auf dem 

histologischen Gewebe fixieren zu können, wurden die Gewebeproben mit einem 

Fettstift (Dako Pen, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) umrandet. 

Dann wurden jeweils 200 µl Peroxidaselösung (3 %) aufpipettiert, welche für 15 

Minuten einwirken mussten. Diese wurde zwei mal mit PBS abgespült und die Schnitte 

wurden wiederum jeweils mit 200 µl Aurion-BSA aufpipettiert, welches für 1 h und 20 

Minuten einwirkte. Nachdem die Aurion-BSA Lösung wieder entfernt wurde, wurden 

jeweils 150 µl des Primärantikörpers für 2 h aufgetragen. Auf die Negativ-Kontrollen 

wurde stattdessen PBS aufgetragen. Alle Schnitte wurden dann dreimal mit PBS 

gewaschen und für 1 h wurden jeweils 150 µl des Sekundärantikörpers aufgetragen. 

Wiederum wurde dreimal mit PBS gewaschen und es wurden jeweils 125 µl der DAB-

Färbung für 30 Minuten aufgetragen. Nach einer dreifachen Waschung mit PBS 

erfolgte die Hämatoxylinfärbung für 25 Sekunden. Dann wurde alles unter fließendem 

Wasser für 5 Minuten gewässert. Abschließend wurden die Objektträger in eine 

aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 95 %, 100 %) und dann noch in Xylol für jeweils 1 

Minute getaucht. Nachdem sich das Xylol verflüchtigt hatte, wurden die Schnitte mit 
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Vecta-Mount (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) und Glasplättchen 

eingedeckelt. 

 

3.2.2.3 Auswertungsmethode 

 

Die digitalen Bilder beider Versuche wurden mit der selben Kamera aufgenommen. 

Die Auswahl der fotografierten MMP-9 Ausschnitte, welche in die Bewertung 

einflossen, nachfolgend "Hotspots" genannt, erfolgte nach folgenden Kriterien: Es 

wurden pro Tumorschnitt jeweils drei Bereiche erfasst, die auf den gesamten 

histologischen Schnitt bezogen die jeweils höchste MMP-9 Dichte aufwiesen. Diese 

Hotspots wurden fotografiert und dokumentiert. Die mikroskopische Vergrößerung der 

Hotspots erfolgte mit 200-facher Vergrößerung. Nach Berechnung der Pixelanteile 

(siehe 3.2.2.4), wurde aus den berechneten Werten der Mittelwert gebildet und als 

solcher für einen Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander herangezogen. 

 

3.2.2.4 Quantifizierung der MMPs 

 

Ziel war es, die fotografierte Pixeldichte der immunhistochemisch gefärbten 

Tumorschnitte und somit die MMP-9-Konzentrationen der jeweiligen Stressgruppen im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen zu bestimmen. Hierzu wurde, nach Auswahl eines 

geeigneten Hotspots (s.o.), eine Negativmaske der angefärbten MMP-9-Areale erstellt, 

welche dann mittels der Software (Image-Pro Plus, Version 4.0, Serialnr.: 41N40000-

22348, Media Cybernetics Inc., Rockville, USA) ausgezählt wurde. 

Dafür wurde die Software Image-Pro Plus geöffnet und die Programm-Einstellung 

"video digital capture" aktiviert. Nach dem Anwählen von "start preview" wurde das 

Bildfeld und die Vergrößerung ausgewählt und durch "stop preview" das eingestellte 

Bild gespeichert. Anschließend wurde die Funktion "measure" aktiviert, "count/size" 

angewählt und bei der Funktion "manual" durch "select colors" die Farbe eingestellt. 

Zur exakten Vergleichbarkeit wurden immer die definierten Werte für die einzelnen 

Farben Rot (255), Grün (100) und Blau (150) eingestellt. Dann wurde die Funktion 

"apply Mask" von "automatic bright objects" ausgeführt (Abb. 16). Abschließend wurde 

durch "count" die gemessene Pixelzahl ermittelt, welche mit der Quantität der 
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angefärbten Matrixmetalloproteinase-9 korrelierte. Die statistische Analyse zum 

Vergleich der MMP-9-Konzentrationen erfolgte mit einem zweiseitigen t-Test. 

 

   
  Abb. 15      Abb. 16 

Abb. 15: Hotspot eines Tumorschnittes mit imunhistochemischer Färbung von MMP-9 in 200 facher 

Vergrößerung. 

Abb. 16: Korrelat von (Abb. 15), nach Erstellung der Maske, um die Pixelzahl der angefärbten MMPs 

berechnen zu können. 
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4 �(�U�J�H�E�Q�L�V�V�H 

4.1 In-Vivo -Versuche 

4.1.1 Methodenvalidität 

4.1.1.1 Stress Severity Score 

 

Bei den über einen Zeitraum von einer Woche untersuchten Mäusen zeigte die 

gestresste Mäusegruppe nach Auswertung des Stress Severity Score ein signifikant 

höheres Stressniveau (p < 0,001) gegenüber der Mäusegruppe, welche nicht gestresst 

wurde (Abb. 17). Der Nachweis über die ausgeprägte Wirksamkeit des applizierten 

Stresses auf die Versuchstiere bildete die Basis für die Folgeversuche, für die ein 

signifikant verändertes Stressniveau zwischen den Stress- und Kontrollgruppen die 

Grundvoraussetzung war. 

 

 
Abb. 17 

Abb. 17: Verteilungsgraphen der über 7 Tage evaluierten C57BL/6N Mäuse unter Kontroll- und 

Stressbedingungen. Pro Gruppe je 6 Tiere. Das arithmetische Mittel der Stressgruppe nach 7 Tagen 

�����������������1������- 1,42) mit hoch signifikantem Unterschied (p < 0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe 

���������������1������- 0,89). 

N = 6 

 

Scoreverteilung 
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Tabelle 1 fasst die Mittelwerte der Stress-Scores jeder gestressten Maus aller Gruppen 

mit einem Abstand von zwei Wochen zusammen. Es zeigt sich eine geringe Abnahme 

der Werte nach den ersten vierzehn Tagen unter chronischem Stress bei allerdings 

weiterhin signifikant erhöhten Werten im Vergleich zur Kontrollgruppe.  

Zeitraum 0 �± 14 Tage 15 �± 28 Tage 29 �± 42 Tage 

Mittelwert Stress 

(SSS) 
13,82 11,79 12,26 

Tabelle 1 

Tab. 1: Mittelwerte der Stress-Scores 

 

4.1.1.2 Volumetrievalidierung 

 

Abbildung 18 zeigt eine Gegenüberstellung der Tumorvolumina, welche zum einen 

durch die Formel Breite² x (Länge x ½) (Carlsson, et al., 1983) und zum anderen durch 

das Grafikprogramm MIPAV berechnet wurden. Die Formel wurde auf die Messdaten 

angewendet, welche bei der Exploration durch Ausmessen mittels digitaler 

Schieblehre gewonnen wurden. MIPAV (McAuliffe, et al., 2001) wurde auf die MRT-

Bilder angewendet, welche vor der Exploration bei der lebenden Maus erstellt wurden. 

Es wird sichtbar, dass nur geringe Abweichungen gegenüber beiden Messverfahren 

bestehen. Exemplarisch wurde die Gruppe ausgewählt, welche nach vier Wochen 

exploriert wurde. 

 
Abb. 18 

Abb. 18: Gegenüberstellung der Messdaten aus Formel mittels Schieblehrenmessung (Breite² x 

(Länge x ½)) und MRT-Software (MIPAV). Es ergeben sich nur geringe Abweichungen. 

 1        2       3       4        5            6       7        8       9       10 
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4.1.2 Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier 

 

Die Überlebensanalyse sollte die Nullhypothese, nach der chronischer Stress keine 

Auswirkungen auf den Progress eines orthotopen Pankreaskarzinoms hat, bestätigen 

oder widerlegen. Um bezüglich dieser Hypothese eine eindeutige Aussage treffen zu 

können, wurde eine Überlebenskurve nach Kaplan-Meier durchgeführt (siehe 3.1.6.2). 

Nach der Auswertung von je 20 Tieren pro Gruppe betrug das mediane Überleben der 

tumortragenden Stressgruppe 41 Tage, das der tumortragenden Kontrollgruppe 50 

Tage. Im Ergebniss war die Sterblichkeit der gestressten Tiere gegenüber der der 

Kontrolltiere signifikant (p = 0,0099) erhöht (Abb. 19). 

 

 
Abb. 19 

Abb. 19: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier mit Darstellung der prozentualen 

Überlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die Überlebensdauer von chronisch gestressten, 

tumortragenden Versuchstieren. Die Stressgruppe hat mit einem p = 0,0099 eine signifikant 

schlechtere Überlebensprognose als die Kontrollgruppe. 

Medianes Überleben der Stressgruppe: 41 Tage, der Kontrollgruppe: 50 Tage. 

N = 20 je Gruppe. 

 

Um eine Korrelation zwischen individuellem Stressempfinden und Tumorprogression 

zu erhalten, wurde eine non-lineare Regression (Abb. 20) der Parameter 

Überlebenszeit, basierend auf der Überlebenskurve (Abb. 19), und der individuellen 

Stressscores durchgeführt. Bei den Scores wurden die ersten 30 Tage verwendet, da 
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das der Zeitraum war, in dem die Tiere noch keine Adaptation zeigten und die Scores 

so am repräsentativsten für die einzelnen Mäuse waren. Das Ergebnis zeigte eine 

negative Korrelation (p = 0,043), in der mit zunehmenden Scorewerten die 

Überlebensdauer deutlich abnahm. 

 

 
Abb. 20 

Abb. 20: Korrelation des arithmetischen Mittels des SSS der ersten 30 d mit der Überlebenszeit in 

Tagen aller Tiere der Überlebenskurve. Zur Visualisierung des linearen Zusammenhanges wurde 

eine non-lineare Regression (r2 = 0,21) der ausgewerteten Daten durchgeführt. Das Ergebnis war 

eine signifikante (p = 0,043) negative Korrelation (r = - 0,457, 0,95-KI (-0,748 zu �± 0,018)). 

N = 20, XY-Plot 

 

4.1.3 Magnetresonanztomographischer Vergleich der Tumorprogression 

 

Die Messung der Tumoren nach fünf Wochen (Abb. 22) ergab ein signifikant (p = 

0,0370) stärkeres Tumorwachstum bei den gestressten im Vergleich zu den 

ungestressten Mäusen. Nach drei Wochen zeigte sich diese ausgeprägte Differenz 

beider Gruppen noch nicht (Abb. 21). Wie bereits durch Vorversuche nahegelegt, 

wurde in diesem Versuch ein signifikanter Einfluss von Stress auf das Tumorwachstum 

nachgewiesen und konnte auch in Folgeversuchen reproduziert werden. 
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Abb. 21 

Abb. 21: Erste Gruppe mit Exploration nach 21 d. Kein signifikanter Unterschied mit (p = 0,7148). 

Arithmetisches Mittel der Tumoren der Kontrolltiere liegt bei 540,6 mm3 (�1 +/- 219,9), das der 

gestressten Tiere bei 590,6 mm3 (�1��+/- 88,35). 

N = 8 je Gruppe 

 

 

Abb. 22 

Abb. 22: Zweite Gruppe mit Exploration nach 35 d. Signifikanter Unterschied mit (p = 0,0370). Arith-

metisches Mittel der Tumoren der Kontrolltiere liegt bei 908,3 mm3 (�1 +/- 193,4), das der gestressten 

Tiere bei 1415 mm3 (�1��+/- 415,5). 

N = 5 je Gruppe 
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4.1.4 Magnetresonanztomographischer Vergleich der Tumorprogression unter 

Propranolol 

 

Bei diesem Versuch (siehe 3.1.6.4) sollte ein möglicher therapeutischer Nutzen des ��-

Rezeptoren-Blockers Propranolol hinsichtlich seiner Wirkung auf die Tumorvolumina 

zweier gestresster Mäusegruppen untersucht werden. Dabei wurden die 

Tumorvolumina zweier Versuchsgruppen, eine davon in therapeutischer Intention mit 

��-Rezeptoren-Blocker Gabe, miteinander verglichen. Nach einer Zeit von 21 Tagen 

(Abb. 23) ergab sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,029) hinsichtlich eines 

geringeren Tumorwachstums in der mit ��-Rezeptoren-Blocker behandelten 

Versuchsgruppe.  

 

 
Abb. 23 

Abb. 23: Tumorgrößenmessung nach 21 d. Signifikant geringeres Tumorvolumen (p = 0,029) der 

Propranolol therapierten Stressgruppe, arithmetisches Mittel lag bei 146,3 mm3 (�1 +/- 109,0), im 

Vergleich zu der untherapierten (H2O) Stressgruppe, arithmetisches Mittel lag bei 319,0 mm3 (�1 +/- 

148,3). Im Vergleich der ungestressten Kontrollgruppen resultiert kein signifikanter Einfluss (p = 

0,303) durch die Gabe von Propranolol, wenngleich die Mäuse etwas geringere Tumorvolumina auf-

wiesen. Auch der Vergleich der Stress- und Kontrollgruppe ohne Therapie zeigte erhebliche Unter-

schiede der Tumorgrößen, die bereits fast Signifikanzniveau erreichten (p = 0,08). 

N = 8 je Gruppe 
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In den nach 35 Tagen untersuchten Gruppen (Abb. 24) waren die gewonnenen 

Ergebnisse im Vergleich zu den nach 21 Tagen untersuchten Gruppen (Abb. 23) noch 

deutlicher. Das Tumorvolumen der Stressgruppe unter Propranololtherapie war 

hochsignifikant (p = 0,009) niedriger im Vergleich zu der untherapierten Stressgruppe. 

Zusätzlich zeigten die beiden Kontrollgruppen, welche keinem Stress ausgesetzt 

waren, einen deutlichen Trend (p = 0,1277) dahingehend, dass die Tumorprogression 

unter Propranololtherapie geringer war. 

 

 
Abb. 24 

Abb. 24: Messung der Tumorvolumina nach 35 d. Hochsignifikant geringeres Tumorvolumen (p = 0,009) 

der Propranolol-therapierten Stressgruppe, arithmetisches Mittel lag bei 247,1 mm3 ���1�� ����- 162,1), im 

Vergleich zu der untherapierten (H2O) Stressgruppe, arithmetisches Mittel lag bei 798,8 mm3 ���1�� ����- 

319,3). Im Vergleich der ungestressten Kontrollgruppen resultierte ein nichtsignifikanter Unterschied (p 

= 0,1277) durch die Gabe von Propranolol. Der Vergleich der Stress- und Kontrollgruppe ohne Therapie 

war signifikant (p = 0,0238) in Bezug auf ein stärkeres Tumorwachstum durch Stress. 

N = 5 je Gruppe 
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4.1.5 Überlebensanalyse unter Propranolol 

 

Der Vergleich des Überlebens zweier gestresster tumortragender Mäusegruppen 

zeigte einen signifikanten (p = 0,0058) Überlebensvorteil durch die Therapie mit dem 

unselektiven ��-Rezeptoren-Blocker Propranolol gegenüber einer untherapierten 

Gruppe (Abb. 25).  

 

 
Abb. 25 

Abb. 25: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier mit Darstellung des prozentualen Überlebens in Bezug 

auf die Lebenstage von chronisch gestressten, tumortragenden Versuchstieren. Die mit Propranolol 

therapierte Stressgruppe hat mit einem p = 0,0058 ein signifikant besseres Überleben als die 

untherapierte Stressgruppe. Medianes Überleben der (+)-Propranolol-Stressgruppe: 59 Tage, der   

(-)-Propranolol-Stressgruppe: 52 Tage, der (+)-Propranolol-Kontrollgruppe: 65 Tage, der (-)-

Proparanolol-Kontrollgruppe 66 Tage. 

N = 18 je Gruppe 

 

Die stressbedingten Auswirkungen auf die Tumorprogression konnten durch die 

Therapie mit Propranolol (medianes Überleben = 59 Tage) jedoch nicht vollständig 

aufgehoben und auf das Kontrollniveau zurückgeführt werden. Dies wird bei 

Betrachtung der ungestressten Kontrollgruppen sichtbar. Das mediane Überleben der 

untherapierten Kontrollgruppe lag bei 66 Tagen, das der therapierten bei 65 Tagen. 
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4.2 Laborchemische Quantifizierungsverfahren ex-vivo 

4.2.1 Quantifizierung von Corticosteron-Konzentrationen mittels ELISA 

 

Die Quantifizierung der Corticosteron-Konzentration im Serum der Mäuse war ein 

wesentlicher Parameter zur Einschätzung der Stressantwort bei chronischem Stress.  

In diesem Versuch wurde ein optimiertes Blutentnahmesystem angewendet (siehe 

3.1.6.3). Dies zeigt sich in den in Abbildung 26 und 27 dargestellten Ergebnissen. Nach 

21 Tagen ergab sich eine signifikant (p = 0,0138) erhöhte Corticosteron-Konzentration 

in der Stressgruppe von 276,4 ng/ml (+/- 46,08) im Vergleich zur Kontrollgruppe von 

190,3 ng/ml (+/- 40,48). Nach 35 Tagen zeigte sich ein geringer nicht signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen von 198,6 ng/ml (+/-26,78) unter Stress zu 177,3 

ng/ml (+/-66,47) in der Kontrolle. 

 

 
   Abb. 26     Abb. 27 

Abb. 26: Durchschnittliche Corticosteronkonzentration der explorierten Mäuse nach 21 Tagen. Sig-

nifikanter Unterschied mit (p = 0,0138). Arithmetisches Mittel der Kontrolltiere liegt bei 190,3 ng/ml 

(�1 +/- 40,48), das der gestressten Tiere bei 276,4 ng/ml (�1��+/- 46,08). 

N = 5 je Gruppe 

Abb. 27: Durchschnittliche Corticosteronkonzentration der explorierten Mäuse nach 35 Tagen. Nicht 

signifikant mit (p = 0,5659). Arithmetisches Mittel der Kontrolltiere liegt bei 177,3 ng/ml (�1 +/- 65,47), 

das der gestressten Tiere bei 198,6 ng/ml (�1��+/- 26,78). 

N = 5 je Gruppe 
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4.2.2 Immunhistochemie MMP-9 in murinen Tumoren 

 

Die Untersuchung der dargestellten angefärbten Tumorschnitte (vgl. 3.1.6.1 und 

3.1.6.3) ergab in der Auswertung bei den MMP-9-Färbungen eine signifikant erhöhte 

MMP-9-Konzentration in den Tumoren der gestressten im Vergleich zu denen der 

ungestressten Mäuse (p = 0,0452). Weiterhin ließen sich nur bei den gestressten 

Mäusen Tumoren mit Darminfiltrationen anfärben. Bei den Kontrollmäusen war keine 

Darminfiltration sichtbar. In den Übergangsbereichen der Infiltration von Tumor zu 

Darm war eine besonders ausgeprägte Aktivität von MMP-9 zu beobachten. 

 

4.2.2.1 MMP-9-Immunhistochemie der Invasionsfront 

 
Gezeigt werden zwei Tumorschnitte zweier unterschiedlicher Mäuse jeweils in 100- 

(Abb. 28 / 30) und 200-facher (Abb. 29 / 31) Vergrösserung mit Infiltration des Darms. 

Dieses Malignitäts-Zeichen konnte nur in der Stressgruppe in diesem Versuch (siehe 

3.1.6.1) nachgewiesen werden. Es sind erhöhte MMP-9-Konzentrationen an den 

infiltrierten Übergangsbereichen zwischen Tumor und Darm zu erkennen (siehe 

schwarzer Kreis Abb. 28 / 29). 

 

   
  Abb. 28       Abb. 29 

Abb. 28: Maus I-1 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 100 fach vergrößert 

Abb. 29: Maus I-1 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 200 fach vergrößert 
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Invasionsfront des Tumors mit Anreicherung von MMP-9 (siehe rote Pfeile Abb. 30). 

 

   
  Abb. 30       Abb. 31 

Abb. 30: Maus I-2 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 100 fach vergrößert 

Abb. 31: Maus I-2 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 200 fach vergrößert 

 

Zur Gegendarstellung wird ein Tumorabschnitt mit angrenzendem Darm gezeigt, bei 

dem die Basallamina noch intakt ist (siehe schwarze Pfeile Abb. 32 / 33). In diesem 

Bereich sind zu diesem Zeitpunkt auf Seiten des Tumors keine MMP-9 anfärbbar. 

 

   
  Abb. 32       Abb. 33 

Abb. 32: Maus I-3 Stressgruppe, Tumor ohne Darminfiltration mit intakter Basallamina, 100 fach 

vergrößert 

Abb. 33: Maus I-3 Stressgruppe, Tumor ohne Darminfiltration mit intakter Basallamina, 200 fach 

vergrößert 
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4.2.2.2 MMP-9-Immunhistochemie des Tumorgewebes 

 

Die Positivkontrolle (Abb. 34) unterschied sich erwartungsgemäß durch eine kräftige 

Anfärbung von der Negativkontrolle, bei der der Primärantikörper nicht verwendet 

wurde (Abb. 35). Für beide Schnitte wurde humane Placenta verwendet (Xu, et al., 

2002). 

 

   
  Abb. 34       Abb. 35 

Abb. 34: Positivkontrolle, Placenta, Bindegewebe, 200 fach vergrößert 

Abb. 35: Negativkontrolle, Placenta, Bindegewebe, 200 fach vergrößert 

 

Exemplarisch für alle Tumoren einer Stressgruppe (fünf Mäuse) wurden drei Hotspots 

von Maus II-2 aufgeführt (Abb. 36 - 38). Aus dieser Maus stammte der Tumor mit der 

höchsten MMP-9-Konzentration. Diese wies somit die höchten Pixelzahlen in ihrer 

Gruppe auf (Tabelle 2). 

 

   
  Abb. 36      Abb. 37 

Abb. 36: Maus II-2 Stressgruppe, 1.Hotspot, 200fach vergrößert 

Abb. 37: Maus II-2 Stressgruppe, 2.Hotspot, 200fach vergrößert 
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  Abb. 38 

Abb. 38: Maus II-2 Stressgruppe, 3.Hotspot, 200fach vergrößert 

 

Maus-Nr. 1. Hotspot 2. Hotspot 3. Hotspot 

II �± 1 155005,41 28591,215 55410,691 

II �± 2 167467,95 75611,148 50399,254 

II �± 3 79309,344 46278,406 68141,164 

II �± 4 64465,613 15800,358 54901,246 

II �± 5 74735,656 19838,186 40972,625 

 

Tabelle 2  

Tab. 2: Werte der Pixelloads aller Hotspots der Stressgruppe (fünf Mäuse) 

 

Exemplarisch für die Kontrollgruppe (fünf Mäuse) wurden die drei Hotspots von Maus 

III-4 aufgeführt (Abb. 39 - 41). Diese Schnitte stammten aus dem Tumor mit den 

höchsten Pixelzahlen in dieser Gruppe (Tabelle 3). 

 

   
  Abb. 39      Abb. 40 

Abb. 39: Maus III-4 Kontrollgruppe, 1.Hotspot, 200fach vergrößert 

Abb. 40: Maus III-4 Kontrollgruppe, 2.Hotspot, 200fach vergrößert 
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  Abb. 41 

Abb. 41: Maus III-4 Kontrollgruppe, 3.Hotspot, 200fach vergrößert 

 

Maus-Nr. 1. Hotspot 2. Hotspot 3. Hotspot 

III �± 1 37751,801 65533,563 41297,164 

III �± 2 52159,672 15589,032 30179,93 

III �± 3 21021,23 49191,68 70295,93 

III �± 4 17356,998 117910,22 37432,926 

III �± 5 18196,639 47282,203 31479,959 

 

Tabelle 3  

Tab. 3: Werte der Pixelloads aller Hotspots der Kontrollgruppe (fünf Mäuse) 

 

Beim Vergleich dieser beiden Tumoren jeder Gruppe wurde, bis auf Hotspot Nr. 2 von 

Maus III-4, eine erhöhte MMP-9-Konzentration auf der Seite der Stressgruppe 

gemessen. Dies spiegelte sich auch in der Zusammenfassung aller ermittelten Werte 

aller Mäusetumoren und deren Hotspots wider. Die Stressgruppe erreichte ein 

arithmetisches Mittel der Pixelzahlen von 66461,884. Die Kontrollgruppe kam auf 

einen Wert von 43511,929. Damit erzielte die Stressgruppe (Exploration nach fünf 

Wochen) eine signifikant erhöhte MMP-9-Konzentration mit einem p-Wert von p = 

0,0452 (Abb. 42). 
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Abb. 42 

Abb. 42: Gemittelte Pixelwerte aller gewerteten Mäuse und deren Hotspots. Signifikant erhöhte (p = 

0,0452) MMP-9-Konzentration in immunhistochemischen Schnitten in der Stressgruppe. 

Arithmetisches Mittel der Kontrolltiere liegt bei 43511,929 Pixelload (�1 +/- 26547), das der 

gestressten Tiere bei 66461,884 Pixelload (�1��+/- 43186). 

N = 5 je Gruppe 

 

In den Abbildungen 43 und 44 sind Tumorschnitte in 100-facher (Abb. 43) und 200-

facher (Abb. 44) Vergrösserung dargestellt. In dem Präparat erkennt man einen Tumor 

mit Infiltration des Darms. Dieses Malignitäts-Zeichen konnte nur bei Maus II-2 aus der 

Stressgruppe in diesem gesamten Versuch dokumentiert werden. Es sind verstärkte 

MMP-9-Konzentrationen an den infiltrierten Übergangsbereichen zwischen Tumor und 

Darm zu erkennen (siehe schwarze Kreise Abb. 43 / 44). 

 

   

  Abb. 43      Abb. 44 

Abb. 43: Maus II-2 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 100 fach vergrößert 

Abb. 44: Maus II-2 Stressgruppe, Tumor mit Darminfiltration, 200 fach vergrößert 
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Unter Stress-Bedingungen kam es bei einer Maus (siehe Abb. 43 / 44) zur Infiltration 

der Mukosa. Keines der Kontrolltiere zeigte eine gleichartige Infiltration. Dies bestätigte 

die initialen Ergebnisse der Vorversuche (siehe 3.1.6.1), bei denen ebenfalls eine 

Infiltration an zwei weiteren Mäusen der Stressgruppe nachgewiesen werden konnte. 

In den Kontrolltieren konnte dieses Phänomen nicht beobachtet werden. 
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5 �'�L�V�N�X�V�V�L�R�Q 

 

Die Annahme, dass psychische Faktoren in Form von Stress den Progress eines 

Tumors wesentlich beeinflussen können, ist nicht neu (Reiche, et al., 2004). Klinische 

Studien haben sich mit dem Zusammenhang von der Unterdrückung negativer 

Emotionen, Hoffnungslosigkeit, Zurückweisung und fehlender sozialer Unterstützung 

sowie einer geringeren Überlebenswahrscheinlichkeit bei bestehenden 

Tumorerkrankungen befasst (Antoni, et al., 2006). Diese klinischen Daten werden von 

Tierversuchsstudien unterstützt. In zwei Studien konnte der Nachweis von 

stressinduziertem Tumorwachstum beim Ovarialkarzinom erbracht werden. Bei diesen 

wurde ebenfalls ein orthotopes Tumor-Maus-Modell verwendet. In der ersten Studie 

wurden Immobilisation und soziale Isolation als Stressfaktoren gewählt (Thaker, et al., 

2006). In der zweiten wurde chirurgisch induzierter Stress in Form einer Mastektomie 

oder Laparatomie eingesetzt (Lee, et al., 2009). Eine Übersichtsarbeit beschreibt 

mehrere Studien, welche Stress in Verbindung mit der Initiierung eines Tumors und 

dessen Metastasierung bringen und die stressbedingten Effekte auf die Progression 

eines Tumors darstellen (Armaiz-Pena, et al., 2009). Eine dieser Studien thematisiert 

ein Mammakarzinom-Modell, nach der Norepinephrin chemotaktische und 

chemokinetische Eigenschaften der Tumorzellen unterstützt (Drell, et al., 2003). Eine 

weitere zeigt, dass Katecholamine und Glucocorticoide Einfluss auf das invasive 

Potential von Ovarialkarzinomzellen und Matrixmetalloproteinasen haben, die bei der 

Zellmigration in Extrazellulärmatrix eine Rolle spielen (Sood, et al., 2006). Ähnliche 

Beobachtungen wurden auch bei Nasopharynxkarzinomzellen gemacht, wobei 

Katecholamine das invasive Potential durch Erhöhung von MMP-2 und MMP-9 

verstärkten (Yang, et al., 2006). Neben diesen meist in-vitro geführten Studien fand 

eine epidemiologische Studie ein erniedrigtes Risiko für Prostatakarzinome unter der 

Einnahme von ��-Blockern (Perron, et al., 2004) und in einer neueren retrospektiven 

Kohortenanalyse von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom zeigte sich ein 

verbessertes Gesamtüberleben nach der Einnahme eines unselektiven ��-Blockers 

während der chemotherapeutischen Behandlung (Watkins, et al., 2015). 

Trotz einer Vielzahl von Hinweisen und einer sich verbessernden Studienlage über 

dieses Thema, steht das genaue Verständnis über die genauen Wechselwirkungen, 

Signalkaskaden und Einflüsse von Stresshormonen auf die Proliferation von 

Tumorzellen noch am Anfang (Armaiz-Pena, et al., 2009). Jedoch wird anhand der 
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bereits gewonnenen Daten und Hinweise, die durch diese Arbeit, speziell das 

Pankreaskarzinom betreffend, unterstüzt und weitergeführt werden, deutlich, dass 

heutige Therapieformen in Zukunft durch einen bio-psychologischen Ansatz, durchaus 

auch mit pharmakologischer Unterstützung, ergänzt und optimiert werden könnten 

(Antoni, et al., 2006). So wäre es, neben einer psychotherapeutischen Betreuung 

(Küchler, et al., 2007), denkbar, die negativen Auswirkungen von chronischem Stress 

durch eine medikamentöse Therapie, mit Blockade der Stresshormonwirkung über die 

in der Pharmakotherapie bereits seit langem etablierten ��-Rezeptoren-Blocker, 

deutlich zu reduzieren, um so in der Zukunft eine bessere Tumorprognose zu erzielen. 

 

5.1 In-Vivo -Versuche 

5.1.1 Methodenvalidität 

5.1.1.1 Stress-Score-Vergleich 

 

Beim Vergleich der Stress-Scores einer Stressgruppe, welche eine Woche lang 

gestresst wurde, mit einer Kontrollgruppe, ergab sich der zu erwartende 

hochsignifikante Unterschied im Stressniveau der beiden Gruppen. 

Die gestressten Mäuse kamen im Mittel auf 16,29, die ungestressten auf 3,65 Punkte. 

Dies zeigte, dass die angewandte Stressmethode mit akustischen Reizen und 

Immobilisation einen deutlichen Effekt erzielten. Der hier verwendete Stress Severity 

Score (SSS) wurde von Kiank übernommen (Kiank, et al., 2006) und für die 

Verwendung von C57BL/6N-Mäusen adaptiert.  

Weiterhin war es wichtig zu sehen, ob das Stressniveau der einzelnen Mäuse konstant 

blieb, sich stetig steigerte oder durch eine Adaptation nach einer gewissen Zeit abfiel. 

Dafür wurden die durchschnittlichen Scorewerte in Abständen von zwei Wochen für 

jede einzelne Maus aufgeführt. Es wurde eine annähernd homogene Verteilung der 

Werte deutlich. Bei Betrachtung der Werte bei einer Zusammenfassung nach jeweils 

zwei Wochen wurde ein leichter Abfall in den letzten vier Wochen (von insgesamt 

sechs Wochen) erkennbar, welcher aber nicht von einem weiterhin signifikant erhöhten 

Stressniveau abwich. Es kann somit von einer ausreichend starken Wirkung der 

konstanten Stressdosis, mit einer möglichen geringfügigen Adaptation über die Zeit, 

ausgegangen werden. In der Arbeit von Kiank konnte ebenfalls die Unfähigkeit für eine 

Anpassung gegenüber der Exposition von akustischem- und immobilitätsbedingtem 
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Stress nachgewiesen werden (Kiank, et al., 2006). Zudem wurde beschrieben, dass 

Mäuse mit identischem genetischem Hintergrund in ihrer Stresstoleranz während der 

Stressperioden differieren. Hierbei sind Unterschiede zwischen 10 - 18 % in den 

zugeordneten Punktzahlen zu verzeichnen (Kiank, et al., 2006). Dieses Phänomen, 

dass einzelne Tiere den Stresseinfluss deutlich besser tolerierten als der Rest der 

Gruppe, konnte auch immer wieder bei den Tierversuchen in dieser Arbeit beobachtet 

werden. 

Deutliche Abweichungen hinsichtlich dieser Empfindlichkeit scheint es zudem beim 

Vergleich zwischen weiblichen und männlichen Versuchstieren zu geben, wobei die 

männlichen Tiere von den Folgen des Stresses stärker betroffen sind als die 

weiblichen (Kiank, et al., 2006). Ein geschlechtsspezifischer Nachteil von männlichen 

gegenüber weiblichen Patienten zeigte sich auch bei im Krankenhaus durchgeführten 

Studien, wo die Infektions- und Komplikationsraten stark verletzter Patienten erfasst 

wurden. Die genauen Zusammenhänge und Mechanismen sind jedoch noch 

weitgehend unklar ( (Oberholzer, et al., 2000), (Reinikainen, et al., 2005) ). In dieser 

Arbeit kann über geschlechtsspezifische Unterschiede keine Aussage getroffen 

werden, da ausschließlich männliche C57BL/6N-Mäuse für die Versuche verwendet 

wurden. 

 

5.1.1.2 Berechnung der Tumorvolumina 

 

Die Vergleiche der Tumorvolumina der einzelnen Stress- und Kontrollgruppen 

untereinander bilden in jeder Versuchsreihe den Kernversuch mit der höchsten 

Aussagekraft in Bezug auf die Hypothese, dass es unter dem Einfluss von 

chronischem Stress zu einem schnelleren und größeren Tumorwachstum bei den 

Versuchstieren und somit möglicherweise auch beim Menschen kommt. Für die 

Erfassung von möglichst exakten Messdaten der Tumoren kam das Hochfeld Kleintier-

MRT (ClinScan, 7.0 Tesla, 290 mTesla / m Gradientenfeldstärke, Bruker, Karlsruhe, 

Deutschland), ein Bildgeber der neuesten Generation, zur Anwendung. Jeder einzelne 

Tumor sollte so präzise wie möglich während und bei Beendigung des Versuchs 

erfasst werden.  

In einer Studie von Thaker wurde für die Bestimmung der Tumorgrössen ein 4.7-T 

Biospec Kleintier-MRT (Bruker Biospin, USA) mit einer etwas reduzierteren Auflösung 

bei einem orthotopen Ovarialkarzinom-Mausmodell verwendet (Thaker, et al., 2006).  
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In anderen Tierversuchen, bei denen ebenfalls das Tumorwachstum von 

Pankreastumoren untersucht und dokumentiert wurde, wurde die Tumorgröße über 

eine Volumenformel bestimmt, nachdem die Länge und Breite von den sich durch die 

Haut abzeichnenden Tumoren gemessen wurde ( (Schuller, et al., 2012), (Al-Wadei, 

et al., 2012) ). Bei einer Vermessung des Tumors von aussen mittels Schieblehre, 

während sich dieser Tumor noch in der lebenden Maus befand, ist jedoch im Vergleich 

zu bereits heraus präparierten Tumoren eine höhere Messungenauigkeit zu erwarten. 

In einer Arbeit von Lin et al., in welcher ein vermehrtes Tumorwachstum in einem 

subkutanen Pankreaskarzinom-Xenotransplantat immuninkompetenter Nacktmäuse 

nach intraperitonealer Isoproterenolinjektion beobachtet wurde, kam ebenfalls eine 

Schieblehre für die Ausmessung zur Anwendung (Lin, et al., 2012). Dies ist ein 

Nachteil, da wiederholt Messungenauigkeiten bei der Tumorvermessung bei der 

selben Maus im Verlauf auftreten können und die Tumorgröße nur zum Todeszeitpunkt 

genau dokumentiert werden kann. 

Die angewandte Volumen-Formel Breite² x (Länge x ½) kam auch in der vorliegenden 

Arbeit zur Anwendung, um die magnetresonanztomographische Volumetrie zu 

validieren. Die manuelle Vermessung der Tumoren wurde jedoch im Unterschied zu 

den Versuchen von Schuller und Al-Wadei nicht in-vivo ( (Schuller, et al., 2012), (Al-

Wadei, et al., 2012) ), sondern bei Beendigung der Versuchsreihe ex-vivo 

durchgeführt. Dabei ergaben sich nur geringe Unterschiede in den beiden 

Messverfahren, wobei davon auszugehen ist, dass die MRT-Werte die exakteren sind, 

da die Tumoren vor einer manuellen Messung chirurgisch herauspräpariert werden 

mussten. Hier könnte als eine mögliche Fehlerquelle das variable Geschick des 

ausführenden Chirurgen eine Rolle spielen. Zusätzlich wurden bei der Auswertung 

durch die Computersoftware MIPAV wesentlich mehr Ebenen pro Tumor miteinander 

verrechnet, um ein exakteres Ergebnis zu erzielen. 

Basierend auf den Ergebnissen des Vorversuches zur Etablierung der Methode 

wurden für alle nachfolgenden Versuche ausschliesslich die Werte der Tumorvolumina 

verwendet, welche durch das Hochfeld Kleintier-MRT gewonnen wurden, da nach 

Evaluation der Messverfahren hierbei die exaktesten Messergebnisse zu erwarten 

waren. 
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5.1.2 Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier 

 

Um zu überprüfen, ob ein Zusammenhang zwischen einer reduzierten 

Überlebenswahrscheinlichkeit der Versuchstiere mit einem orthotopen 

Pankreaskarzinom und chronischem Stress bestand, wurde eine Überlebenskurve 

nach Kaplan-Meier durchgeführt. Dabei wurde der Sterbezeitpunkt eines jeden 

Versuchstieres dokumentiert. Die Überlebenskurve ergab eine hochsignifikante 

Verschlechterung der Überlebensprognose unter chronischem Stress mit einer im 

Median um 18 % reduzierten Lebenserwartung. Die Nullhypothese wurde nicht 

bestätigt. Dieses Ergebnis konnte auch in der Überlebenskurve, welche zusätzlich mit 

einem therapeutischen Ansatz durchgeführt wurde, reproduziert werden. 

Nach Nachweis einer Prognoseverschlechterung der tumortragenden Tiere unter 

chronischem Stress, stellte sich zusätzlich die Frage, ob es interindividuelle 

Unterschiede im Stresserleben der Mäuse gab und ob diese mit einer entsprechenden 

Sterblichkeit korrelierten. Nach Belojevic ist die Fähigkeit, Lärm zu ertragen, als sehr 

individuell und altersabhängig anzusehen (Belojevic, et al., 2003). Determiniert sei dies 

durch das genetisch fixierte Erbgut, die durch Erfahrung erworbene Einstellung und 

die altersabhängige, persönliche Konstitution. Diese Faktoren beeinflussten somit das 

Adaptationsvermögen der Individuen ( (Damasio, 1995), (Rozanski, et al., 1999) ). 

Darauf Bezug nehmend, wurde ein Regressionsmodell, basierend auf der 

Überlebenskurve und den individuellen Stressscores, errechnet. Es ergab sich eine 

signifikant negative Korrelation, bei der die Überlebenszeit einer Maus mit 

zunehmender Höhe der Werte des Stress Severity Score abnahm. Dies zeigte, dass 

trotz Applikation der exakt gleichen Stressdosis auf die gesamte Gruppe diese 

individuell unterschiedlich stark aufgenommen und verarbeitet wurde. 

 

5.1.3 Tumorprogression 

 

Nach Durchführung der Vorversuche zur Etablierung der genutzten Methodik konnten 

die Versuchsgruppen von drei auf zwei reduziert werden, um die Anzahl an benötigten 

Versuchstieren zu reduzieren. Als optimal erwies sich für die Versuche eine Messung 

nach drei und fünf Wochen (ausreichend langer Zeitraum für die Tumorprogression, 

kein präfinales Stadium der Versuchstiere). In den Versuchen von Schuller und Al-
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Wadei wurden die Mäuse über einen Zeitraum von dreißig Tagen wöchentlich auf das 

Tumorwachstum hin untersucht, wobei die Messungen durch eine Schieblehre von 

außen erfolgten ( (Schuller, et al., 2012), (Al-Wadei, et al., 2012)). 

Eine Besonderheit in dieser Arbeit war die Gewinnung der Messwerte mittels eines 

besonders hochauflösenden Kleintier-MRT, da durch eine derartige Volumenmessung 

und �±berechnung äußerst präzise Ergebnisse gewonnen werden konnten. In anderen 

Veröffentlichungen mit ähnlichem Studiendesign wurde lediglich das Gewicht der 

explorierten Tumoren gemessen, die Anzahl der sich bildenden Tumorknoten gezählt 

oder der Tumor von außen an der lebenden Maus ausgemessen ( (Thaker, et al., 

2006), (Lee, et al., 2009), (Schuller, et al., 2012), (Al-Wadei, et al., 2012) ). Es ist davon 

auszugehen, dass eine exakte Volumenberechnung mittels bildgebender Verfahren an 

einem unexplorierten Tumor eine genauere Erfassung der Veränderungen über die 

Zeit ermöglicht. 

Die Messungen der Tumorprogression ergaben bereits nach drei Wochen eine 

deutliche Tumorzunahme. Es ergab sich ein nicht signifikant vermehrtes Volumen von 

9,24 % auf Seiten der Stressgruppe.  

Beim Vergleich der Stress- und Kontrollgruppen, welche nach fünf Wochen exploriert 

wurden, ergab sich ein deutlich signifikanter Unterschied bei den Tumorvolumina 

dieser beiden Versuchsgruppen. Dies deckte sich auch mit anderen Arbeiten, bei 

denen jedoch bereits nach zwei Wochen ein signifikanter Unterschied zwischen den 

Tumorvolumina von Stress- und Kontrollgruppen dokumentiert wurde, die deutlichsten 

Ergebnisse jedoch auch hier zu späteren Zeitpunkten (vier Wochen) eintraten. 

Allerdings wurden dabei nicht, wie in dieser Arbeit, 6606 PDA, sondern BXPC-3 und 

Panc-1 Tumorzellen in einem Xenograftmodell verwendet (Schuller, et al., 2012). In 

einer weiteren Arbeit wurden für in vivo Versuche ebenfalls Panc-1 Tumorzellen 

verwendet. Über ein tumorspezifisches Lumineszenzverfahren zeigte sich der Effekt 

von appliziertem Stress durch ein vermehrtes Tumorwachstum nach bereits drei 

Wochen. Nach sechs Wochen war das Tumorwachstum bei den gestressten 

weiblichen BALB/c-Foxn1nu Mäusen signifikant beschleunigt (Kim-Fuchs, et al., 

2014).  

Auch in anderen Studien, zum Beispiel beim Ovarial-Karzinom, wurden ähnliche 

Beobachtungen beschrieben. So wurde in demselben Zeitraum bei laparatomierten 

sowie bei mastektomierten Mäusen eine Gewichtszunahme von mehr als dem 

Doppelten gegenüber ihren Kontrollgruppen gemessen (Lee, et al., 2009). Eine frühere 
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Studie kam auf dieselben Ergebnisse und ließ zusätzlich die Anzahl von Tumorknoten 

als weitere Bewertungsmethode mit einfließen (Thaker, et al., 2006). 

Wie sich zeigt, sind die Ergebnisse mit anderen Studien vergleichbar, wenn auch die 

Tumorprogressions-Bewertungsmethoden, also die Dokumentation oder Bildgebung 

der Tumoren sowie die verwendeten Tumorzellreihen, nicht einheitlich sind. Allen 

Studien gemeinsam ist aber der negative Effekt von Stress auf die Prognose. Hier ist 

auffällig, dass der Haupteffekt, in Form eines deutlichen Tumorwachstumsschubes, 

erst in einer fortgeschrittenen Phase der Erkrankung in Erscheinung tritt. 

 

5.1.4 Therapeutische Intervention mit Propranolol 

 

Aus den vorangegangenen Experimenten wurde ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen einer schnelleren Progression von Pankreaskarzinomen und chronischem 

Stress ersichtlich. Eine herausragende Rolle wird den ��-Rezeptoren zugesprochen, 

welche auch in dieser Arbeit bestätigt wurde (Partecke, et al., 2016). Diese sind an der 

Regulierung der Tumorproliferation und der Entwicklung von Invasion und 

Metastasierung maßgeblich beteiligt ( (Wu, et al., 2005), (Thaker, et al., 2006), 

(Rasmussen, et al., 2007), (Warne, et al., 2008) ). Die Effekte der die Rezeptoren 

aktivierenden Substanzen wie Adrenalin und Noradrenalin sind vielfältig. Bereits 

nachgewiesen wurde eine verstärkte Expression von MMP-2 und MMP-9 in 

Ovarialkarzinomzellen, wodurch Invasionsprozesse begünstigt wurden ( (Thaker, et 

al., 2006), (Sood, et al., 2006), (Lutgendorf, et al., 2008) ). Weiterhin konnte über den 

Proteinkinase-A-Signalweg die Genexpression von VEGF erhöht werden. Dies 

förderte die Durchblutung des Tumors und ermöglichte ein aggresiveres Wachstum     

( (McDonald, et al., 2001), (Schmidt, et al., 2005), (Thaker, et al., 2007), (Schuller, 

2013) ). Insgesamt wurde eine positive Expression von ��-Adrenorezeptoren bei vielen 

Tumoren, wie Prostata-, Kolon-, Lungen-, Mund- und Ovarialkarzinomen, mit dem 

Progress in Verbindung gebracht ( (Sood, et al., 2006), (Masur, et al., 2001), (Wang, 

et al., 2006), (Lee, et al., 2009), (Nagmani, et al., 2003), (Shin, et al., 2007), (Bernabé, 

et al., 2011), (Schuller, 2013) ). Studien haben gezeigt, dass auch bei Zelllinien von 

humanen Pankreaskarzinomen ��1- und ��2-Adrenorezeptoren stark exprimiert werden 

( (Schuller, 2002), (Weddle, et al., 2001) ). Auch für das genutzte murine orthotope 

Pankreaskarzinommodell konnte die Expression von ��2-Adrenorezeptoren 

nachgewiesen werden (Partecke, et al., 2016). Hier ergibt sich ein möglicher 
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therapeutischer Ansatz, welcher zu einer Prognoseverbesserung gegenüber den 

heute noch sehr geringen Erfolgen derzeit verwendeter Chemotherapeutika führen 

könnte (Adler, et al., 2007). 

Durch Einsatz des unselektiven ��-Rezeptoren-Blockers Propranolol konnte ein 

signifikant geringeres Tumorvolumen von chronisch getressten Mäusen, welches nach 

drei und nach fünf Wochen dokumentiert wurde, im Vergleich zu den untherapierten 

Versuchsgruppen erzielt werden. Dies hatte ebenfalls Auswirkungen auf das 

Überleben. So hatten gestresste, tumortragende, mit Propranolol therapierte Mäuse 

einen signifikanten Überlebensvorteil gegenüber ihren unter gleichen Bedingungen 

gehaltenen, jedoch nicht therapierten Artgenossen.  

Die stressbedingten Auswirkungen auf die Tumorprogression konnten durch die 

Therapie mit Propranolol nicht vollständig auf das Kontrollniveau von ungestressten 

Tieren reduzuiert werden. Hier sind unter anderem weitere nicht ��-Adrenorezeptor 

vermittelte Stresseffekte anzunehmen (Rensing, et al., 2006). Trotz bereits 

nachgewiesen erreichter therapeutischer Spiegel besteht hier zusätzlich noch 

Forschungsbedarf in der Optimierung von Dosierungen, der Verwendung von 

unterschiedlichen ��-Rezeptoren-blockierenden Wirkstoffen und der Untersuchung von 

synergistischen Effekten in Kombination mit anderen Therapeutika, wie beispielsweise 

dem Chemotherapeutikum Gemcitabine, welches bereits mit einem ��-Blocker 

kombiniert wurde (Shan, et al., 2011).  

Die beobachteten Effekte, die durch den Wirkstoff Propranolol hervorgerufen wurden, 

zeigten sich auch in anderen Arbeiten und mit anderen Substanzen. So bestand ein 

interessanter Ansatz in der direkten Blockade der Adenylatcyclase über den 

inhibitorischen Neurotransmitter GABA ����-Aminobuttersäure). Dieser reduziert die 

Transformation von ATP in cAMP durch die Adenylatcyclase, welches für die 

Aufrechterhaltung der negativen tumorfördernden Effekte, die durch die 

Stresskaskade hervorgerufen wurden, mitverantwortlich war (Schuller, 2013). Dieser 

Wirkstoff wurde bereits in Kombination mit dem Cyclooxygenase-2-Hemmer Celecoxib 

in Tierversuchen untersucht und führte zu einer signifikanten Reduktion des 

Tumorwachstums (Al-Wadei, et al., 2012). 

Insgesamt zeigen sich einige neue und erfolgversprechende Therapiekonzepte. In 

dieser Arbeit wurden die hemmenden Effekte von Propranolol auf die 

Tumorprogression sichtbar und zeigten eine deutlich positive Auswirkung auf die 

Prognose eines murinen Organismus. Diese therapeutische Intervention könnte in der 
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Zukunft mit gut bekannten, preisgünstigen und zugänglichen Wirkstoffen realisiert 

werden, da ��-Rezeptoren-Blocker in der Medizin bereits intensiv bei 

Herzkreislauferkrankungen eingesetzt werden und zudem ein relativ geringes 

Nebenwirkungsprofil aufweisen. Es muss jedoch auch bedacht werden, dass die 

Signalkaskaden, welche Einfluss auf das Tumorwachstum haben, sehr vielseitig und 

komplex sind. Demnach sollte die ��-Rezeptoren-Blockade als einer von vielen 

potentiell therapeutischen Ansätzen angesehen werden. 

Aktuelle klinische Studien haben den Einfluss eines ��-Rezeptoren-Blockers beim 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, teilweise auch in Verbindung mit weiteren 

kardiologisch eingesetzten Wirkstoffen, untersucht. In einer retrospektiven Studie von 

722 Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom konnte unter der Einnahme 

eines ��-Rezeptoren-Blockers ein verbessertes Gesamtüberleben, jedoch keine 

Reduktion von Lokalrezidiven beobachtet werden (Wang, et al., 2013). Eine andere 

retrospektive Studie mit 673 Patienten zeigte ebenfalls einen positiven Effekt auf die 

Überlebensprognose unter der Einnahme eines ��-Rezeptoren-Blockers oder von 

Aspirin, wohingegen unter der Einnahme eines Angiotensin-konvertierenden Enzym-

Inhibitors dieser positive Effekt nicht dokumentiert werden konnte (Wang, et al., 2015). 

Eine retrospektive Kohortenanalyse von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom 

zeigte ein deutlich verbessertes Gesamtüberleben nach der Einnahme eines 

unselektiven Betablockers aufgrund einer Herzkreislauferkrankung während der 

chemotherapeutischen Behandlung (Watkins, et al., 2015). Bei der perioperativen 

Anwendung von ��-Blockern im Rahmen einer chirurgischen Resektion von nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinomen konnte in einer weiteren, ebenfalls retrospektiven, 

Studie jedoch kein Vorteil bei Betrachtung der Rezidivfreiheit und des 

Gesamtüberlebens beobachtet werden (Cata, et al., 2014). Bei einem ähnlichen 

therapeutischen Ansatz in einer Studie bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom 

zeigte sich hingegen eine reduzierte Tumorzelllast unter der perioperativen 

Anwendung eines unselektiven ��-Rezeptoren-Blockers (Jang, et al., 2017). 

Diesbezüglich werden große kontrolliert-randomisierte Interventionsstudien mit einer 

ergänzenden Verordnung eines ��-Blockers im Rahmen einer Chemotherapie geplant 

(Thaker, et al., 2017). Aktuell werden ��-Rezeptoren-Blocker auch als zusätzlicher 

Wirkstoff, zum Beispiel im Rahmen einer Immuntherapie, untersucht. Hier zeigte sich 

eine Verbesserung des Gesamtüberlebens beim metastasierten malignen Melanom 

(Kokolus, et al., 2017). Dies zeigt, dass das Verständniss über den therapeutischen 
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Effekt von Wirkstoffen, welche die neuroimmunoendokrine Ebene beeinflussen, im 

Rahmen der Onkologie noch am Anfang steht und jede Tumorentität differenziert 

betrachtet werden muss. 

Weiterhin sollte, trotz der bereits vielversprechenden Ergebnisse, welche durch 

bestimmte Medikamente erzielt wurden, nicht übersehen werden, dass auch sehr 

simple Maßnahmen zu einer relevanten Reduktion des Stresslevels führen können. 

Dies gelang einer Arbeitsgruppe in einem Tierversuch, wo durch einfache 

Maßnahmen, wie der Bereitstellung von größeren Käfigen, Materialien zum Bauen von 

Nestern und Gegenständen, welche sich zum Spielen für Mäuse eigneten, die 

gemessenen Stresslevel deutlich reduziert werden konnten (Gurfein, et al., 2012). 

Wenn man diesen Ansatz auf den Menschen überträgt, so kann davon ausgegangen 

werden, dass Patienten, in Hinsicht auf ihre Erkrankung, stark von Maßnahmen wie 

der Unterstützung und Zuwendung durch das familiäre und soziale Umfeld, einer 

psychotherapeutischen Begleitung (Küchler, et al., 2007), aber auch von jedem 

anderen Einfluss, welcher zum subjektiven Wohlbefinden der betroffenen Person 

beiträgt, profitieren. 

 

5.2 Laborchemische Quantifizierungsverfahren 

5.2.1 Quantifizierung von Corticosteron als Stressparameter 

 

Corticosteron ist das bedeutendste Glucocorticoid bei Mäusen und Ratten. Es steht 

am Ende einer Signalkaskade, deren Weg über die HPA-Achse führt. Neben dem 

Grundniveau an Cortisol und Corticosteron, das für physiologische Abläufe im Körper 

unerlässlich ist (Sapolsky, et al., 2000), findet bei Belastungen über längere Zeiträume 

eine überschießende Produktion mit noch zum Teil unbekannten Wirkungen statt. In 

dieser Arbeit bildete die Messung von Serum-Corticosteronspiegeln eine von 

mehreren Methoden, um den chronisch applizierten Stress zu quantifizieren.  

Wie bei den Katecholaminen wird die Möglichkeit eines direkten Einflusses von 

Corticosteron auf den Progress eines Tumors diskutiert. Es gibt Hinweise auf 

Synergie-Effekte von Glucocorticoiden mit Katecholaminen wie Norepinephrin, das 

Anteil an verschiedenen tumorbildenden Prozessen hat ( (Nakane, et al., 1990), 

(Thaker, et al., 2007) ). Weiterhin wurde durch Glucocorticoide eine Verminderung 

proapoptotischer Vorgänge in Gebärmutterhals- und Lungenkrebszelllinien 

nachgewiesen (Herr, et al., 2003). In einer Studie konnte durch eine in-vitro-Analyse 
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gezeigt werden, dass die MMP-9-Produktion von Makrophagen durch Norepinephrin 

und auch Cortisol (Hydrocortison) direkt gesteigert werden konnte (Lutgendorf, et al., 

2008). Weiterhin wurde durch spezifische Dosen von Cortisol eine Erhöhung der 

VEGF-Exprimierung von Ovarialkarzinomzelllinien beschrieben (Lutgendorf, et al., 

2003). Glucocorticoide scheinen dementsprechend durchaus direkte Effekte auf 

tumorfördernde Faktoren wie MMP-9 oder VEGF zu haben (Bond, et al., 1998). 

In dieser Arbeit fand sich bei der Bestimmung der Corticosteronwerte in den 

Kontrollgruppen ein Basiswert, der knapp unterhalb von 200 ng/ml lag. Dieser 

Basiswert von ungestressten Mäusen konnte auch in anderen Arbeiten nachgewiesen 

werden (Kiank, et al., 2006). Bei den gestressten Mäusen wurde nach drei Wochen 

ein Mittelwert von 276,4 erreicht. Dieses Niveau lag signifikant über dem Basiswert 

und wurde ebenfalls in anderen Studien dokumentiert ( (Kiank, et al., 2006), (Sephton, 

et al., 2009), (Vilasco, et al., 2011) ). Auffällig war, dass sich dieser Ausschlag nach 

fünf Wochen wieder unmittelbar dem Basiswert annäherte. Für die Ursache des 

Rückgangs auf den Basiswert kommt eine mögliche Erschöpfung der 

Ausschüttungskapazität der Nebennierenrinde in Frage. Auch eine Adaptation der 

Mäuse an den konstant zugeführten Stress wäre grundsätzlich denkbar. Dagegen 

spricht allerdings der nur geringe Abfall der Scorewerte des Stress-Scores, da die 

Stresswerte der gestressten Versuchstiere weiterhin in einem signifikant erhöhten 

Bereich im Vergleich zu den Kontrolltieren blieben. 

 

5.2.2 Immunhistochemische Quantifizierung der Matrixmetalloproteinase-9 

 

Der qualitative und quantitative Nachweis von MMP-9 aus immunhistochemischen 

Tumorschnitten war von besonderer Bedeutung, da Matrixmetalloproteinasen, und 

beim Pankreaskarzinom in herausragender Rolle die Gelatinase A und B, bei 

Invasionsprozessen von Tumoren involviert sind ( (Bloomston, et al., 2002), 

(Nakumara, et al., 2007), (Lutgendorf, et al., 2008), (Hua, et al., 2011) ). Zusätzlich 

wird ihnen eine Mitbeteiligung bei Aktivierungskaskaden mit Einfluss auf Rezeptoren 

oder Wachstumsfaktoren zugesprochen, so dass durch sie auch Vorgänge wie 

Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose und Migration mitbestimmt werden ( (Hojilla, 

et al., 2008), (Overall, et al., 2002) ). In Abgrenzung zu den Funktionen im Bereich der 

Extrazellulärmatrix ist nach heutigen Erkenntnissen die intrazelluläre MMP-9 an der 

Progression des Zellzyklus und des Zellwachstums beteiligt (Sans-Fons, et al., 2010). 
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Es ist somit zu erwarten, dass eine besschleunigte Tumorprogression mit einer 

höheren stromalen Expression von MMP-9 assoziiert ist. In einer Tierversuchsstudie 

mit einem orthotopen Pankreaskarzinom konnte dies bestätigt werden. Anhand von 

MMP-9-Knockout-Mäusen wurde gezeigt, dass deren Tumoren, im Vergleich zu den 

Wildtyp-Mäusen, nach vier Wochen kleiner waren und weniger Blutgefäße und 

Makrophagen aufwiesen (Nakumara, et al., 2007). 

Auch in den durchgeführten Tierversuchen dieser Arbeit konnte dies durch 

immunhistochemische Messungen gezeigt werden. In den gestressten Mäusegruppen 

war MMP-9 im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhöht. Eben diese Stress-

Gruppen hatten auch die größte Gesamttumormasse. Zusätzlich ergab die 

Auswertung aller Tumorschnitte, dass nur in Tumoren von gestressten Mäusen 

Infiltrationen in benachbarte Organe stattgefunden hatten. Bei Betrachtung der 

Infiltrationszone, also dem Übergang von Tumor zu Darm, konnte an genau diesen 

Stellen eine erhöhte MMP-9-Konzentration gemessen werden. Hingegen zeigte sich 

bei Betrachtung von an den Darm angrenzenden Tumorabschnitten mit intakter 

Basallamina, dass sich in diesem Bereich MMP-9 nicht anfärben ließ. Die Kenntnis 

darüber, dass MMP-2 und MMP-9 bei der Zersetzung von Komponenten der 

Extrazellulärmatrix sowie der Basallamina, welche das Epithel vom Stroma trennt, 

beteiligt sind (Lubbe, et al., 2006) und dass die Expression und Aktivierung von MMPs 

während der Tumorprogression besonders an der Tumorinfiltrationsgrenze 

hochreguliert werden (Hua, et al., 2011), unterstützt diese Beobachtung. Auch in 

Tumorzelllinien wie dem Nasopharyngealkarzinom konnten neuroendokrin-stimulierte 

Anstiege von MMP-9 beobachtet werden ( (Yang, et al., 2002), (Yang, et al., 2006) ). 

Der Umstand, dass MMPs bei der Entwicklung vieler Tumorenentitäten eine Rolle 

spielen, lässt sie attraktiv für ein mögliches Ziel onkologischer Therapien erscheinen 

(Bloomston, et al., 2002). Therapeutische Versuche mit direkter Blockade der 

nachgewiesenen tumorfördernden Auswirkungen von Matrixmetalloproteinasen 

wurden bereits unternommen (Overall, et al., 2002). Batimastat (BB-94) und 

Marimastat (BB-2516) sind zwei dieser in vorklinischen Studien erfolgreich 

eingesetzten Substanzen (Bu, et al., 1998). Jedoch waren die Auswirkungen auf die 

Prognose in klinischen Studien bisher enttäuschend (Hua, et al., 2011). 

Nebenwirkungen wie muskuloskelletale Syndrome limitierten die einsetzbare Dosis 

zum Teil erheblich und reduzierten somit die Effektivität. Die meisten Versuche wurden 

bisher bei Tumoren in einem sehr späten Stadium unternommen. Eine Aussage über 
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früh diagnostizierte Tumoren konnte noch nicht getroffen werden (Hua, et al., 2011). 

In einer Tierversuchsstudie mit Mammakarzinomen war der Erfolg einer Behandlung 

von Lungenmetastasen durch gezielte Inhibierung von MMP-9 abhängig von dem 

genetischen Hintergrund der Tumorzelllinien (Martin, et al., 2008). Neben den 

Succinyl-Hydroxamat-Matrix-Metalloproteinase-Inhibitoren wie Batimastat oder 

Marimastat gibt es jedoch noch weitere multimodale Ansätze, um die 

Tumorprogression über MMPs zu beeinflussen. Zu nennen wären die 

antikörperbasierte selektive Ausschaltung von MMPs (Devy, et al., 2009), die 

Inhibierung der Transkription und die Stimulation von endogenen MMP-Inhibitoren. 

Komplizierend wirken sich zusätzlich neuere Erkenntnisse aus, die eine paradoxe 

Rolle von MMPs bei der Tumorprogression vermuten lassen. So könnten MMPs 

gleichzeitig malignitätsfördernde und -reduzierende Eigenschaften haben (Hua, et al., 

2011). Es bleibt somit abzuwarten, ob diesbezüglich in der Zukunft klinisch relevante 

Erfolge erzielt werden können. 

Ein neuroendokriner nebenwirkungsarmer Eingriff über ��-Rezeptoren-Blocker zur 

Blockade der negativen Auswirkungen von Stresshormonen auf einen Tumor, scheint 

zur Zeit ein pragmatischer, kostengünstiger und verträglicher therapeutischer Ansatz 

zu sein und wurde bereits in einigen klinischen Studien mit verschiedenen 

Tumorentitäten realisiert ( (Watkins, et al., 2015), (Jang, et al., 2017), (Thaker, et al., 

2017) ). 
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6 �=�X�V�D�P�P�H�Q�I�D�V�V�X�Q�J 

 
Pankreaskarzinome zählen zu den aggressivsten Tumorentitäten, metastasieren früh 

und haben eine sehr schlechte Prognose. Aktuellen Untersuchungen zufolge liegt die 

Fünf-Jahres-Überlebensrate nach einem in kurativer Absicht durchgeführten Eingriff 

mit anschließender Chemotherapie bei ca. 20 bis 30 %. Bedingt durch die meist erst 

sehr spät einsetzenden Frühsymptome sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 

jedoch nur noch 10 bis 20 % der Tumoren operabel. Chronischer Stress könnte diese 

Prognose zusätzlich verschlechtern. 

In dieser Arbeit wurde in vivo in einem murinen, syngenen und immunkompetenten 

Pankreaskarzinommodell mittels magnetresonanztomographischer Bildgebung 

untersucht, ob sich chronischer Stress auf die Tumorprogression eines orthotop 

implantierten Pankreaskarzinoms bei C57BL/6-Mäusen und deren Prognose 

auswirkte. Die Stressquantifizierung ließ sich über die Erfassung eines Stressscores 

und mittels Messung von Corticosteron aus dem Serum der Mäuse eindeutig 

validieren. Immunhistochemisch wurde die Expression der Matrixmetalloproteinase-9 

im Tumorstroma untersucht. 

Die Ergebnisse zeigten ein durch Stress induziertes schnelleres Tumorwachstum mit 

konsekutiv schlechterer Überlebensprognose. Eine unselektive ��-Rezeptoren-

Blockade mittels Propranolol reduzierte die in dieser Arbeit beschriebenen negativen 

Auswirkungen von Stress signifikant und verlängerte das Überleben der 

tumortragenden Versuchstiere unter Stressbedingungen. Die immunhistochemische 

Aufarbeitung zeigte eine vermehrte MMP-9-Expression im Tumorstroma unter 

Stressbedingungen. 

Die Blockade der ��-Rezeptoren wäre zukünftig eine mögliche additive therapeutische 

Maßnahme, und erste klinisch retrospektive Kohortenstudien legen nahe, dass ��-

Blocker die Prognose von Tumorerkrankungen positiv beeinflussen können. Zukünftig 

könnte eine weitere intensive Erforschung stressassoziierter Auswirkungen und 

Signalkaskaden zum Verständnis und zur Weiterentwicklung dieser 

vielversprechenden therapeutischen Ansätze beitragen. 
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4.2 Laborchemische 

Quantifizierungsverfahren  

Ex-Vivo 

4.2.1 Quantifizierung von 

Corticosteron-Konzentrationen 

mittels ELISA 

 

 

 

 

Seubert 

 

 

 

 

 

 

Die Ergebnisanalysen, die Literaturrecherche 

und die Textproduktion erfolgten durch F. Seu-

bert. 



B6

4.2.2 lmmunh istoc hem ie

MMP-9 in murinen Tumoren

5. Diskussion

6. Zusammenfassung

7. Literaturverzeichn is

Unterschrift:

Florian Seubert

Seubed

Seubert

Seubert

Seubert

Prof. Dr. med. W. v. Bernstorff

Die Ergebnisanalysen, die Literaturrecherche

und die Textproduktion erfolgten durch F. Seu-

bert.

Die Literaturrecherche und die Textproduktion

erfolgten durch F. Seubert.

Die Literaturrecherche und die Textproduktion

erfolgten durch F. Seubert.

Die Literaturrecherche und die Erstellung des

Literaturverzeichnisses erfolgten durch F. Seu-

bert.

Unterschrift:

Dr. Sven Speerforck

Die oben g


