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1 Einleitung 

 

1.1 Epidemiologie der Krebserkrankungen 

 

Krebserkrankungen nehmen gegenwärtig in der Todesstatistik einen immer 

größeren Stellenwert ein. Im Jahr 2012 wurden weltweit 14,1 Millionen neue 

Krebserkrankungen sowie 8,2 Millionen Todesfälle infolge einer Krebserkrankung 

registriert.  

Weltweit zeigten sich bei Männern am häufigsten das Lungen-, Tracheal- und 

Bronchialkazinom, gefolgt von Prostata- sowie Kolon- und Rektumkarzinomen 

(siehe Abb. 1 (a), links). Die häufigsten Todesfälle infolge einer Krebserkrankung 

bei Männern traten beim Lungen-, Bronchial- und Trachealkarzinom auf, gefolgt 

vom kolorektalen und Prostatakarzinom (siehe Abb. 1 (b), links). 

Frauen erkrankten am häufigsten am Mamma-Karzinom, gefolgt vom kolorektalen 

sowie Bronchial-, Lungen- und Trachealkarzinom (Abb. 1 (a), rechts). Bei Frauen 

zeigten sich die häufigsten Todesfälle infolge einer Krebserkrankung in 

absteigender Häufigkeit beim Mamma-Karzinom, Lungen-, Bronchial und 

Trachealkarzinom sowie kolorektalen Karzinom (s. Abb. 1 (b), rechts). 

 

  

(a) 
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(b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1 (a) Darstellung der geschätzten Anzahl an Krebsneuerkrankungen im Jahr 2012 weltweit 

mit Aufteilung nach Geschlecht und Häufigkeit (exklusive nicht-melanomatöse Hauttumore)  

(aus Torre et al. 2015, modifiziert) 

(b) Darstellung der geschätzten krebsbedingten Todesfälle im Jahr 2012 weltweit aufgeteilt nach 

Geschlecht und Häufigkeit, exklusive nicht- melanomatöse Hauttumore (aus Torre et al. 2015, 

modifiziert)  

 

Die Ätiologie vieler Krebserkrankungen ist oft nicht bekannt. Prävention und die 

Vermeidung von Risikofaktoren gelten als die effektivsten Maßnahmen zur 

Reduktion der Mortalität an Krebserkrankungen. Die Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) schätzt, dass sich mehr als 30 % aller Krebserkrankungen durch eine 

flächendeckende Prävention verhindern ließen.  

Als größte vermeidbare Risikofaktoren gelten der Tabak- und Alkoholkonsum 

sowie Bewegungsmangel und das metabolische Syndrom (Robert Koch Institut 

und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister Deutschland e.V., 2015; 

Torre et al., 2015). 
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1.2 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) 

 

 1.2.1 Histologie 

 

Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) macht mit mehr als 80% aller 

Pankreasneoplasien aus. Weitere maligne Tumore sind azinäre Zellkarzinome und 

neuroendokrine Tumore, die jedoch eine deutlich geringere Anzahl darstellen. 

Mehr als 90% der duktalen Pankreaskarzinome treten sporadisch auf und mehr 

als 75% von ihnen sind im Pankreaskopf, 15-20% im Pankreaskörper und 5-10% 

im Pankreasschwanz lokalisiert (Seufferlein et al., 2012).  

 

1.2.2 Epidemiologie 

 

Im Jahr 2012 konnten in Deutschland etwa 16.700 Neuerkrankungen an einem 

Pankreaskarzinom registriert werden (Robert Koch Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister Deutschland e.V., 2015). Auch international 

zeigte sich im Jahr 2012 in den entwickelten Ländern eine Fallrate von 94.700 

Neuerkrankungen bei Männern sowie 93.100 Todesfälle infolge eines 

Pankreaskarzinoms. Bei den Frauen lag die Anzahl der Neuerkrankungen bei 

92.800 und die dem Pankreaskarzinom zugrundeliegenden Todesfälle bei 91.300 

in den entwickelten Ländern (Torre et al., 2015). 

Die Sterberate ist bei Männern seit den 1990er Jahren fast unverändert, während 

bei den Frauen ein leichter Zuwachs zu registrieren ist. 

Aufgrund der zunächst unspezifischen Symptome, wird das PDAC meist erst spät 

diagnostiziert. Die 5-Jahres-Überlebensrate in Deutschland liegt bei Männern bei 

8% und bei Frauen bei 9%. Das mittlere Erkrankungsalter beträgt bei Männern mit 

71 Jahre und bei Frauen 75 Jahre (Robert Koch Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister Deutschland e.V., 2015). 

 

1.2.3 Ätiologie und Risikofaktoren 

 

Die detaillierte Ätiologie zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms ist bis zum 

aktuellen Zeitpunkt noch weitestgehend ungeklärt.  
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Als gesicherter und einer der größten Risikofaktoren gilt das Zigarettenrauchen 

(Boyle et al., 1996). Dabei ist eine Abhängigkeit von der Anzahl der konsumierten 

Zigaretten pro Jahr („packyears“) mit der Häufigkeit des Auftretens eines 

Pankreaskarzinoms zu erkennen. 10-15 Jahre nach Beendigung des Rauchens 

sinkt das Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken auf das Niveau eines 

stetigen Nichtrauchers (Howe et al., 1991). Auch die genetische Disposition ist ein 

wichtiger Risikofaktor für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms (Jacobs et al., 

2010). Das Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, beträgt bei einer 

Verwandtschaft ersten Grades zu einem Erkrankten 4,7%. Wenn der Verwandte 

bereits vor dem 60. Lebensjahr erkrankte, so erhöht sich das Risiko auf 7,2%. 

Sind mehrere Verwandte betroffen, so steigt das Risiko sogar auf 12,3%. 

(Ghadirian et al., 2002).   

Auch der Diabetes mellitus Typ II gilt als ein gesicherter Risikofaktor für das 

Auftreten eines Pankreaskarzinoms (Huxley et al., 2005). Dabei korreliert die 

Gefahr der Entstehung umgekehrt proportional zur Dauer des Diabetes mellitus 

Typ II. Die höchste Gefahr der Entstehung besteht innerhalb des ersten Jahres 

nach Erstmanifestation des Diabetes mellitus Typ II (Ben et al., 2011). Als weitere 

Risikofaktoren gelten chronische Pankreatiden, erhöhter Konsum von Fett und 

Fleisch, afroamerikanische Abstammung, Adipositas, männliches Geschlecht, 

hohes Alter, sämtliche Blutgruppen außer Blutgruppe 0 (Vincent et al., 2011).  

Auch eine Helicobacter pylorii induzierte Gastritis wird als möglicher Risikofaktor 

diskutiert (Stolzenberg-Salomon et al., 2001). 

Das familiäre Pankreaskarzinom kommt mit einer Häufigkeit von 4-10% aller 

Pankreaskarzinome vor. Es ist definiert als zwei Ekrankte mit einem 

Pankreaskarzinom in einer erstgradigen Verwandschaftsbeziehung. Dabei nimmt 

die Inzidenz mit der Anzahl der an einem Pankreaskarzinom Erkrankten innerhalb 

einer erstgradigen Verwandschaftsbeziehung zu. Wenn 2 Erkrankte in einer 

Familie vorkommen, so beträgt das Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu 

erkranken, das 6,4-fache. Wenn 3 oder mehrere in einer erstgradigen 

Verwandschaftsbeziehung betroffen sind, so besteht sogar ein 32-fach erhöhtes 

Erkrankungsrisiko weiterer erstgradiger Familienmitglieder (Klein et al., 2004; 

Matsubayashi et al., 2017).  
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Auch einige hereditäre Syndrome gehen mit einer erhöhten Ausbildung eines 

Pankreaskarzinoms einher, welche nicht der näheren Definition des familiären 

Pankreaskarzinoms entsprechen. Diese sind das Peutz-Jeghers-Syndrom 

(Giardiello et al., 2000), hereditäre Pankreatitis (Whitcomb et al., 1999), familiär 

atypisch multiples Muttermal- und Melanom-Syndrom (Vasen et al., 2000; Lynch 

et al., 2008), hereditäres Mamma- und Ovarialkarzinom (Brose et al., 2002; 

Murphy et al., 2002), Lynch Syndrom (Kostrinos et al., 2009) und die familiäre 

adenomatöse Polyposis (Giardiello et al., 1993) (siehe Tabelle 1). 

 

Hereditäre Syndrome Kumulatives Risiko 

eines 

Pankreaskarzinoms  

Peutz-Jeghers Syndrom 11%-36% 

Hereditäre Pankreatitis 40%-55% 

familiär atypisch 

multiples Muttermal- und 

Melanom-Syndrom 

 

17% 

hereditäres Mamma- und 

Ovarialkarzinom 

2%-7% 

Lynch Syndrom 4% 

Tab. 1: Hereditäre Syndrome und ihr kumulatives Risiko der Ausbildung eines Pankreaskarzinoms 

(aus Matsubayashi et al., 2017, modifiziert) 

 

1.2.4 Klinik 

 

Die Symptome beim Pankreaskarzinom sind sowohl in frühen als auch in späteren 

Stadien sehr unspezifisch. Viele Betroffene zeigen erst dann Symptome, wenn die 

Erkrankung bereits sehr fortgeschritten ist. Die Patienten verspüren Schmerzen im 

Rücken oder Abdomen und auch das Auftreten eines malignen 

Symptomkomplexes (B-Symptomatik) mit ungewolltem Gewichtsverlust von mehr 

als 10% des Körpergewichts in den letzten 6 Monaten, Nachtschweißigkeit und 

unklare Fieberzustände sind bei ihnen häufig zu erkennen. Oftmals tritt im Verlauf 

eine Kachexie sowie bei Tumorwachstum eine Obstruktion der gallenableitenden 

Wege mit schmerzlosem Ikterus auf.  
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Auch eine Pankreatitis und Magenausgangsstenose durch Tumorkompression 

kann zu Übelkeit mit Erbrechen und Dyspepsie führen (Vincent et al., 2011). Das 

Auftreten einer Thrombose kann sowohl einer Diagnose eines Pankreaskarzinoms 

vorausgehen als auch im Krankheitsverlauf auftreten. Bei 17,4% aller Patienten 

mit einem Pankreaskarzinom konnte im Verlauf der Erkrankung eine Thrombose 

diagnostiziert werden (Rickles und Edwards, 1983). 

Bei etwa 40% der Patienten kann bei Diagnosestellung eines Pankreaskarzinoms 

eine Glukosetoleranzstörung sowie bei 25% sogar ein Diabetes mellitus 

festgestellt werden (Pannala et. al., 2008; Chiari et al., 2008). 

 

1.2.5 Diagnostik 

 

In einer Anamneseerhebung können die oben genannten Symptome zumindest 

Anlass auf das Vorliegen einer malignen Erkrankung geben. In einer 

nachfolgenden körperlichen Untersuchung zeigt der Patient häufig bei bereits 

fortgeschrittener Erkrankung einen kachektischen Habitus sowie gegebenenfalls 

einen schmerzlosen Ikterus auf. 

Häufig fällt dann eher zufällig in einer Sonographie des Abdomens eine echoarme 

Raumforderung im Pankreas auf, welche Anlass zu einer weiteren Diagnostik gibt. 

Dabei können Raumforderungen unter einem Zentimeter oft übersehen werden. 

Auch die Beurteilung anderer Organe zum Nachweis einer Metastasensuche kann 

durch die Sonographie genutzt werden. Es schließt sich eine 

Computertomographie des Abdomens (CT-Abdomen) an zur detaillierten 

Tumorsuche und ggf. Absiedelung von Tochtergeschwülsten. 

Hierbei kann auch durch Verabreichung eines Kontrastmittels und 

dreidimensionaler Darstellung eine verbesserte Visualisierung vorhandener 

Raumforderungen erfolgen. Auch eine CT-gesteuerte Punktion ist möglich, wobei 

eine Tumorzellverschleppung unbedingt vermieden werden muss.  

Auch eine Koloskopie, Endosonographie, Ösophagogastroduodenoskopie sowie 

eine endoskopisch-retrograde-Cholangiopankeatikographie (ERCP) zur 

Darstellung der gallenableitenden Wege und des Pankreasganges mit 

Kontrastmittel sind wichtige Bestandteile in der Diagnostik eines 

Pankreaskarzinoms und dem Aufsuchen von Metastasen.  
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Eine MRT-Untersuchung kann zusätzlich zur Computertomographie eingesetzt 

werden, um Tumormetastasen aufzusuchen oder Gewebe besser voneinander zu 

differenzieren (z.B. maligner Tumor versus entzündetes Gewebe). Hierbei kann 

auch eine detaillierte Darstellung des Gallen- sowie des Pankreasgangs über eine 

Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP) dargestellt werden. Zur 

weiteren Metastasensuche und Gewebedifferenzierung zwischen malignen 

Raumforderungen und gesundem Gewebe kann die 

Positronenemessionstomographie (PET) beitragen, in der maligne Zellen durch 

einen erhöhten Metabolismus der radioaktivmarkierten und am meisten 

vewendeten 18F-Flourdesoxyglukose dargestellt werden können. Oft wird diese 

mit einer Computertomographie als PET-CT kombiniert, um tumorsuspekte 

Raumforderungen lokal besser zuordnen zu können. 

Die eigentliche Diagnosestellung liefert der histologische Nachweis der 

Tumorzellen. Im Rahmen einer Laparoskopie oder offenen Operation können nach 

Entfernung des Tumors Zellen histologisch aufbereitet und anschließend 

begutachtet werden. 

Vor Entfernung oder sonstiger Therapie des Tumors sollten in einer Blutentnahme 

die Tumormarker bestimmt werden. Hierbei sind bei Tumoren, deren Ursprung 

aus dem Pankreasgang hervorgehen, die Tumormarker CA 19-9 (CA = Cancer 

antigen) sowie das carcinoembryonale Antigen (CEA) erhöht.  Die Tumormarker 

dienen vorwiegend zur Beurteilung während der Behandlung sowie in der 

Verlaufskontrolle und weniger als Suchmarker, da sie unter anderem auch bei 

Entzündungen des Pankreas` erhöht sein können.   

Zur weiteren Metastasensuche sollte auch ein Röntgen des Thorax sowie eine 

Skelettszintigraphie durchgeführt werden, um potenzielle Metastasen frühzeitig zu 

erkennen (Vincent et al., 2011; Schmoll et al., 2006; 

https://www.krebsgesellschaft.de/). 

   

1.2.6 Tumorbiologie und Staging 

 

Mehr als 80 % der duktalen Pankreaskarzinome haben Mutationen im KRAS-Gen 

(überwiegend G12V- und G12D- Mutationen). In einem Mausmodell konnte 

dargestellt werden, dass die Mutation im Gen BRCA2 die Karzinonogenese über 

https://www.krebsgesellschaft.de/
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die KRAS- Mutation fördert. Dies zeigte sich auch gehäuft beim familiären 

Pankreaskarzinom (Skoulidis et al., 2010; Matsubayashi et al., 2017). 

Mehr als 90 % der duktalen Pankreaskarzinome haben Deletionen, Mutationen 

oder epigenetische Alterationen im CDKN2 Gen.  

Jeweils ca. 50% der Fälle weisen Mutationen im Tumorsuppressor-Gen p53 und 

eine homozygote Deletion oder Mutation im DPC4/Smad4 Gen auf (Seufferlein et 

al., 2012). Das Pankreaskarzinom hat seinen häufigsten Ursprung in der 

pankreatischen intraepithelialen Neoplasie (PanIN). Die PanIN haben eine Größe 

von max. 5 mm und sind in der Pankreasbildgebung nicht direkt sichtbar. 

Molekulare Marker für PanINs sind Gegenstand aktueller Forschung und können 

zukünftig das Auftreten und den Grad der PanINs im Rahmen der Diagnostik 

bestimmen (Kelly et al., 2008; Matsubayashi et al., 2006). Man unterscheidet low-

grade PanINs, welche häufig in höherem Alter auftreten, und high-grade PanINs, 

die häufig in invasiven Pankreaskarzinomen vorkommen. PanINs entstehen durch 

genetische Alterationen und die Prävalenz steigt mit der Anzahl der zytologischen 

und morphologischen Atypien in den PanINs (Vincent et al. 2011; Hruban et al., 

2008; Hruban et al., 2000).    

Abb. 2: Pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN) und genetische Veränderungen: 

Darstellung eines Tumorprogressionsmodells mit Genmutationen, histopathologische Skizzierung 

und Proliferationsgrad (http://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0140673610623070-gr2.jpg, 

letzter Zugriff: 18.03.2018, modifiziert)    

 

http://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0140673610623070-gr2.jpg
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Es gibt weiterhin papillär-muzinöse Neoplasien, die seltener Vorläufer eines 

invasiven Pankreaskarzinoms sind. Sie sind lange zystische Neoplasien (ca. 

5mm), die aufgrund verbesserter Bildgebung zunehmend diagnostiziert werden 

(de Jong et al., 2010; Laffan et al., 2008; Hruban et al., 2004). Sie werden als low, 

intermediate und high grade Dysplasie (Carcinoma in situ) eingeteilt (Vincent et 

al., 2011).  

Die muzinös zystische Neoplasie kommt eher bei Frauen vor und besteht aus 

muzinproduzierenden Epithelzellen, welche mit den ovartypischen Stromazellen 

assoziiert sind. Ca. ein Drittel von neoplastischen Vorläuferzellen haben eine 

Assoziation zu einem invasiven Pankreaskarzinom (Vincent et al., 2011; Hruban et 

al., 2006).  

 

Im Folgenden wird die histopathologische Tumoreinteilung des duktalen 

Pankreaskarzinoms zum Staging vorgestellt.  

Tumorstadium des Primärtumors nach TNM-Klassifikation (T-Stadien) (Vincent et 

al., 2011): 

Tumorstadium (T-

Stadium) 

Definition 

TX Primärtumor nicht beurteilbar 

T0 Tumorfrei 

Tcis Carcinoma in situ 

T1 Tumorgröße ≤ 2 cm 

T2 Tumorgröße ≥ 2cm 

T3 Wachstum über das Pankreas hinaus 

T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus bzw. die 

Arteria mesenterica superior (nicht resektabel) 

NX Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0-N1 Regionale Lymphknoten: N0 = Nein, N1 = Ja 

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar 

M0-M1 Fernmetastasen: M0 = Nein, M1 = Ja 

Tab. 2: Tabelle mit Stadien der TNM Klassifikation nach WHO-Klassifikation 2010 (Vincent et al., 

2011, http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-

angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html, letzter Aufruf: 10.10.2016, 

modifiziert)  

http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html
http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html
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Laut S3-Linie des Pankreaskarzinoms soll zusätzlich eine Einteilung nach der 

international gültigen R (R= Residualtumor)- Klassifikation erfolgen. Hierbei wird in 

Analogie zur Klassifikation des Rektumkarzinoms die Integration des Konzeptes 

des zirkumferentiellen Resektionsrandes (Circumferential Resection Margin = 

CRM) empfohlen. Hierbei wird das resezierte Pankreaskarzinom im R0-

Resektionsstadium als CRM positiv klassifiziert, wenn der Abstand der 

Tumorzellen zum Resektionsrand unter 1mm beträgt, jedoch nicht bis zum 

Resektionsrand reicht. In diesem Fall lautet die Befundung: R0, CRM positiv (auch 

als narrow bezeichnet) oder R0, narrow (siehe auch Tab. 2). Beträgt der Abstand 

der Tumorzellen mehr als 1mm vom Resektionsrand, so wird die Klassifikation als 

CRM negativ bezeichnet. Die Befundung lautet demnach: R0, CRM negativ (siehe 

auch Tab 2) (S3-Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).      

 

R-Klassifikation mit CRM-

Klassifikation 

Definition 

RX Residualtumor ist nicht bestimmbar 

R0, CRM positiv (+) oder R0, narrow Tumorfreier Rand, Tumorzellen am CRM < 

1mm  

R0, CRM negativ Tumorfreier Rand, Tumorzellen am CRM > 

1mm 

R1 Tumor überschreitet Resektionsrand 

Tab. 3: Internationale R-Klassifikation kombiniert mit dem Konzept des zirkumferentiellen 

Resektionsrandes (CRM)  

 

Die Tumorstadieneinteilung nach der Internationalen Vereinigung gegen Krebs 

(UICC = Union internationale contre le cancer) stellt den wichtigsten 

Prognoseparameter des Pankreaskarzinoms nach Resektion dar (S3-

Leitlinienprogramm Onkologie, 2013; Vincent et al., 2011). 
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Stadium UICC 2010 TNM-Klassifikation 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 N0 M0 

Stadium IIA T3 N0 M0 

Stadium IIB T1-T3 N1 M0 

Stadium III T4 Jedes N M0 

Stadium IV Jedes T Jedes N M1 

Tab. 4: Tumorstadieneinteilung der UICC 2010 unter Berücksichtigung der TNM-Klassifikation 

(http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-

angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html, letzter Aufruf: 10.10.2016, 

modifiziert) 

 

Patienten, die bei Diagnosestellung in den Stadien 0 bis IIB erkannt werden, 

betragen lediglich ca. 10% aller Fälle. Das mittlere Überleben in diesen Stadien 

beträgt etwa 17-23 Monate. 

Bei Patienten im Stadium III gibt es zwei Kategorien. Ca. 10 % aller Patienten, die 

an einem Pankreaskarzinom leiden, erreichen das Stadium III, wobei der Tumor 

den Truncus coeliacus bzw. die Arteria mesenterica superior nicht mehr als 180° 

umschließen und auch keine sonstige Infiltration in venöse oder arterielle Systeme 

vorliegen darf. In diesem Fall beträgt das mittlere Überleben etwa 20 Monate. 

Bei Patienten im Stadium III mit Tumorausdehnung von mehr als 180° um den 

Truncus coeliacus oder der Arteria mesenterica superior (ca. 30% aller 

Erkrankungsfälle bei Diagnosestellung) beträgt das mittlere Überleben ca. 8-14 

Monate. 

Im Stadium IV befinden sich bis zu 60% aller Patienten bei Diagnosestellung und 

haben eine mittlere Überlebenszeit von etwa 4-6 Monate (Vincent et al., 2011). 

 

Im histologischen Befund der Pathologie werden zusätzlich Angaben zu 

Tumorgrading, Lymphgefäßinvasion, Perineuralscheideninfiltration und 

Blutgefäßinvasion gemacht (Seufferlein et al., 2014; S3-Leitlinie Onkologie, 2010; 

Massucco et al., 2009; Riediger et al., 2009; Verbeke, 2008; Slidell et al., 2008). 

 

 

http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html
http://www.uniklinik-ulm.de/struktur/zentren/cccu/home/fuer-patienten-und-angehoerige/krebsbehandlung/krebs-spezifisch/pankreaskarzinom.html
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1.2.7 Therapie 

 

Das PDAC wird meistens aufgrund initial unspezifischer Symptome und früher 

Metastasierung erst in fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert, daher ist eine 

kurative Therapie häufig nicht mehr möglich. Jeder Patient sollte zu Beginn in 

einem interdisziplinären Tumorboard zur Festlegung der weiteren Therapie 

diskutiert werden (Vincent et al., 2011). 

Die Chirurgie ist bei resektablen Tumoren die einzig kurative Therapie. Eine 

vorherige Laparoskopie kann für das Staging von großer Bedeutung sein, wenn 

bildgebende Verfahren keine eindeutigen Befunde liefern oder der Verdacht einer 

Peritonealkarzinose vorliegt. 

Das anstrebende Ziel einer Operation ist immer die Resektion des Tumors mit 

ausreichendem und tumorzellfreiem Sicherheitsabstand (R0-Resektion nach den 

Kriterien der UICC).      

Wenn der Tumor den Truncus coeliacus oder die Arteria mesenterica superior 

infiltriert, sollte der Tumor nicht mehr resiziert werden. Eine Resektion ginge dann 

mit einer erhöhten perioperativen Morbidität und Mortalität einher, ohne das 

Überleben zu verbessern (Seufferlein et al., 2012; Ouaissi et al., 2010). Wenn es 

zu einer Infiltration der Vena portae und Vena mesenterica superior kommt, zeigt 

sich die Mortalität und Morbidität bei Resektion des Tumors mit Segmenten der 

Venen nicht höher im Vergleich zu einer bloßen Resektion des Tumors (Wagner et 

al., 2004; Bachellier et al., 2001).  

Eine operative Therapie ist vor allem bei Patienten im Stadium I und II vorteilhaft. 

Bei älteren Patienten oder Patienten mit erhöhter Komorbidität ist gegebenenfalls 

eine alternative Therapie zu wählen. Ist der Tumor im Pankreaskopf gelegen, so 

kann eine partielle (Whipple-Operation) oder eine pyloruserhaltene  

Pankreatikoduodektomie erfolgen (Seufferlein et al., 2012). Dabei zeigt eine 

pyloruserhaltene Therapie keinen Überlebensvorteil (Diener et al., 2011).  Bei 

einer kompletten Resektion des Pankreas` kommt es zu einem pankreopriven 

Diabetes mellitus, so dass eine dauerhafte postoperative Insulintherapie sowie 

eine orale Substitution der Verdauungsenzyme notwendig werden. Bei 

Pankreasteilresektionen muss eine Substitutionstherapie nicht obligat sein. Wenn 

sich der Tumor im Pankreaskörper oder Pankreasschwanz befindet, so ist eine 

distale Pankreatektomie mit Splenektomie notwendig.  
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Eine Lymphadenektomie beim Pankreaskarzinom zeigt keinen Hinweis auf einen 

Überlebensvorteil. Die übliche Lymphadenektomie umfasst die Regionen des 

hepatoduodenales Ligamentes, der Arteria hepatica communis, der Portalvene, 

der rechtsseitige Abschnitt des Truncus coeliacus sowie der Arteria mesenterica 

superior (Seufferlein et al., 2012). 

Bei einer R0-Resektion eines Pankreaskarzinoms im Stadium I, II oder III sollte 

eine adjuvante Chemotherapie erfolgen. Dies verbessert die 5-Jahres-

Überlebensrate um 20,7% vs. 10,4% im Vergleich zu einer alleinigen 

chirurgischen Therapie ohne Chemotherapie (Oettle et al., 2013).  Als adjuvante 

Chemotherapeutika gelten entweder Gemcitabin oder 5-Fluorouracil (5-FU). Das 

Gemcitabin zeigt hierbei eine verbesserte Verträglichkeit mit geringerer mukosaler 

Toxizität, jedoch mit vermehrter Thrombozytopenie als 5-FU (Oettle et al., 2007). 

Eine adjuvante Chemotherapie wird analog zum kolorektalen Karzinom ca. 6 

Wochen postoperativ begonnen und sollte für 6 Monate durchgeführt werden 

(Seufferlein et al., 2014).  

Ein Beginn der adjuvanten Chemotherapie erst 12 Wochen postoperativ zeigte 

jedoch keine verringerte Überlebensrate im Vergleich zum sechswöchigen Beginn 

postoperativ (Valle et al., 2014). 

Nach einer R1-Resektion eines duktalen Pankreaskarzinoms mit Gemcitabin oder 

5-FU über 6 Monate kam es zu einer signifikanten Verlängerung der 

Überlebensrate (median overal survival 22,1 versus 14,1 Monate) im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ohne adjuvante Chemotherapie nach Resektion (Oettle et al., 

2007). 

Eine adjuvante Radiochemotherapie sowohl bei R0- als auch R1-Resektion sollte 

außerhalb von randomisiert kontrollierten Studien nicht durchgeführt werden, da 

sie bisher keinen Überlebensvorteil nachweisen konnten (Seufferlein et al., 2014; 

Neoptolemos et al., 2004; Kalser, 1985). 

Bei lokal fortgeschrittenen und inoperablen duktalen Pankreaskarzinomen kann 

eine Kombination aus initialer Chemotherapie mit anschließender Strahlentherapie 

erfolgen, da der Tumor durch die erste Behandlungskomponente für die 

Strahlentherapie sensibilisiert wird. In der LAP07-Studie konnte jedoch zu diesem 

Tumorausmaß kein Überlebensvorteil in einer Radiochemotherapie im Vergleich 

zu einer Monotherapie mit Gemcitabin erbracht werden (Seufferlein et al., 2014; 
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Hammel et al., 2013). In dieser Hinsicht werden weitere Ergebnisse von Studien in 

naher Zukunft erwartet. 

 

Bei einem bereits metastasierten oder lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinom 

sollte eine palliative Chemotherapie erfolgen, da es das Langzeitüberleben 

verlängert und zugleich die Lebensqualität verbessern kann (Seufferlein et al., 

2014; Sultana et al., 2007). Hierbei sollte jedoch bei der Therapieentscheidung 

natürlich auch der Allgemeinzustand des Patienten berücksichtigt werden 

(Karnofsky Index <70%, Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Status >2) 

und gegebenenfalls eine Chemotherapie ausbleiben (Seufferlein et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Karnofsky-Index (http://www.kompetenznetz-

leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/, letzter Zugriff 15.12.2016, modifiziert) 

 

http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/
http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/
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Abb. 4: Eastern Co-operative Oncology Group (ECOG)-Status (http://www.kompetenznetz-

leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/, letzter Zugriff 15.12.2016, modifiziert) 

  

Eine Mono-Chemotherapie bei metastasiertem Pankreaskarzinom mit Gemcitabin 

in diesem Stadium weist eine 1-Jahresüberlebensrate von 18-20% aus (Sultana et 

al., 2007) und erfüllt damit dem Empfehlungsgrad B. 

Eine Kombinationstherapie aus Gemcitabin und dem epidermal growth factor 

(EGF)-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib erhöhte das Gesamtüberleben auf 

6,24 vs. 5,91 Monate bei einer Monotherapie mit Gemcitabin (siehe auch Abb. 4). 

Die Erlotinibapplikation kann etwa 8 Wochen nach Therapiebeginn eingestellt 

werden, da eine weitere Gabe keinen weiteren Überlebensvorteil für den Patienten 

aufweist (Moore et al., 2007).  

Eine Chemotherapie bei metastasiertem Pankreaskarzinom kann nach dem 

Folforinox-Protokoll (5-FU, Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin) bei Patienten mit 

geringem Risikoprofil und gutem Allgemeinzustand (Alter < 75 Jahre, ECOG 0-1, 

Bilirubin <1,5-fach des oberen Normwertes) eingesetzt werden. Hierbei kommt es 

zu einem deutlichen Überlebensvorteil gegenüber der Monotherapie mit 

Gemcitabin (medianes Überleben 11,1 vs. 6,8 Monate) (siehe auch Abb. 4) 

(Seufferlein et al., 2014; Conroy et al., 2011). 

Eine weitere Kombinationstherapie bei metastasiertem Pankreaskarzinom ist 

Gemcitabin mit nab-Paclitaxel, welche das progressionsfreie Überleben (=PFS, 

5,5 vs. 3,7 Monate) und Gesamtüberleben (8,5 Monate vs. 6,7 Monate) deutlich 

verbessert (siehe auch Abb. 4).  

http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/
http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/scores/performance_status/
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In dieser Kombination gab es jedoch vermehrte Hämatotoxizität, Neuropathie und 

Diarrhoe (Seufferlein et al., 2014). 

 

Abb. 5: Studienvergleiche der Kombinationschemotherapie in der Palliativsituation im Vergleich zur 

Gemcitabin-Monotherapie (aus Seufferlein et al., 2014)   

 

In einer neuen Studie zeigte sich eine neoadjuvante Chemotherapie und 

anschließender Resektion im klinischen Stadium I und II des duktalen 

Pankreaskarzinoms im Pankreaskopf mit einem erhöhten medianen 

Langzeitüberleben (26 Monate vs. 21 Monate) gegenüber einer Tumorresektion 

mit adjuvanter Chemotherapie. Es zeigte sich auch ein verminderter 

Tumorzellnachweis in den Lymphknoten sowie im Sicherheitsabstand des 

Gewebes bei Resektion (Mokdad et al., 2016). Die neoadjuvante Chemotherapie 

ist derzeit Gegenstand weiterer klinischer Studien, so dass eine Veränderung der 

aktuellen Leitlinientherapie eines Pankreaskarzinoms in Zukunft zu erwarten ist.   

 

Kommt es bei Patienten im Verlauf zu einem Ikterus durch 

Gallenabflussbehinderungen bei mechanischer Kompression durch den Tumor auf 

die Gallenwege, so gibt es die endoskopische Einlage eines Stents zur 

Aufrechterhaltung des Gallenabflusses. Dies geht mit einer geringeren 

Komplikationsrate als die perkutane Stenteinlage mit externer Drainage einher und 

ist ähnlich erfolgreich wie eine biliodigestive Anastomose (Seufferlein et al., 2012; 

Moss et al., 2006). 

Bei Patienten mit gutem Habitus wird eine parenterale Ernährung nicht 

grundsätzlich laut Leitlinien der European Society of Clinical Nutrition and 

Metabolism empfohlen, da es keinen Überlebensvorteil bietet und zu einer 
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erhöhten Morbidität führt (Bozzetti et al., 2009). Bei einer Progression einer 

Tumorkachexie zeigt sich jedoch eine zusätzliche parenterale Ernährung als 

vorteilhaft und ist daher zu empfehlen (Pelzer et al., 2010). 

Ca. 5 % der Patienten weisen eine duodenale Obstruktion mit 

Magenentleerungsstörung auf. Hierbei können prokinetische Medikamente (z.B. 

Metoclopramid) oder auch die endoskopische Einlage von expandierenden 

Metallstents weiterhelfen. Bei größerer Obstruktion kann auch eine 

Gastroenterostomie oder bei Beteiligung distaler Darmabschnitte auch die Anlage 

eines Anus praeter notwendig sein. Auch die Einstellung einer adäquaten 

Analgesie sollte im Vordergrund stehen.  

Zusätzlich können bei ausgewählten Patienten mit medikamentös schwer 

einstellbaren Schmerzen eine hypofraktionierte Radiotherapie des Tumors oder 

eine Blockade des Plexus coeliacus durchgeführt werden (Seufferlein et al., 2012). 

 

Zur Verlaufskontrolle und Rezidivbestimmung sollte präoperativ der Tumormarker 

CA 19-9 bestimmt werden. Anschließend sollte der Tumormarker alle 3 Monate für 

2 Jahre bestimmt sowie ein CT-Abdomen alle 6 Monate durchgeführt werden. 

Dieses Vorgehen lässt eine frühzeitige Bewertung des Therapieerfolges zu sowie 

die Entstehung eines Rezidivs erkennen (Seufferlein et al., 2012).    

    

Die Prognose eines Pankreaskarzinoms ist im Vergleich zu anderen Tumoren 

eher schlecht. Trotz einer frühen Diagnosestellung mit anschließender R0-

Resektion und Chemotherapie beträgt die 5-Jahresüberlebensrate unter 20%. Das 

Pankreaskarzinom zeichnet sich leider auch durch eine erhöhte Chemoresistenz 

aus, worauf die oft infauste Prognose zusätzlich zurückzuführen ist (Vincent et al., 

2011). 

   

1.3 Transforming growth factor β1 (TGF-β1) 

  

1.3.1 Allgemeine Informationen über TGF-β1 

 

Die Superfamilie des transforming growth factor β (TGF-β) wurde bei der Suche 

nach autokrinen Signalmolekülen von Tumorzellen zur Förderung der 

Transformation entdeckt (Roberts et al., 1981).  
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Bereits frühzeitig zeigte sich die bedeutende Funktion von TGF-β1 und die ihnen 

verwandten bone morphogenetic proteins (BMP) in entscheidenen 

Entwicklungsprozessen einer Zelle und verursachten im mutierten Zustand eine 

große Zahl von Krankheiten. So sind sie an der Zellproliferation, 

Zelldifferenzierung, Apoptose und Zellentwicklung sowohl in embryonalem als 

auch in reifem Gewebe von besonderer Bedeutung (ten Dijke et al., 2002; 

Patterson und Padgett, 2000; Massagué et al., 2000). Die TGF-β-Superfamilie 

kommt in sämtlichen Tieren vor und stellt eine der größten sezernierten 

Proteinfamilien dar (Wrana, 2013).  Beim Menschen sind über 30 der Proteine der 

TGF-β-Superfamilie bekannt. Sie zeichnen sich durch sechs konservierte Cystein-

Reste aus, die wiederum durch 42 offene Leserastern in der menschlichen 

Desoxyribonukleinsäure (DNS) codiert sind. Es gibt zwei Subfamilien: die TGF-

β/Activin-Subfamilie sowie die BMP (bone morphogenetic protein), GDF (growth 

and differentiation factor) und MIS (Muellerian inhibiting substance) Subfamilie, 

welche durch eine ähnliche Sequenz und durch den Weg der Signalkaskade 

determiniert sind. Dabei zeigt sich die aktive Form als ein durch hydrophobe 

Interaktionen stabilisiertes Dimer, welches noch zusätzlich durch eine 

Disulfidbrücke als Untereinheit stabilisiert wird (Shi und Massagué, 2003).   

TGF-β1 ist ein pleiotroper Wachstumsfaktor, da er viele Funktionen hat und in 

unterschiedlichem Ausmaß Proliferation, Lokomotion und Differenzierung von 

Zellen beeinflusst. TGF-β1 hat eine antimitogene sowie proapoptotische Wirkung 

und ist an der Regulation der Bildung extrazellulärer Matrix beteiligt (Shi und 

Massaguè, 2003; ten Dijke et al., 2002; Roberts und Sporn, 1990).  

Eine Überexpression von TGF-β1 in einem Pankreaskarzinom kann die 

Aggressivität der Erkrankung erhöhen und das Überleben verkürzen (Wagner et 

al., 1999). Dies geschieht durch die Förderung von Angiogenese, Migration der 

Tumorzellen, Invasion und Metastasierung (Miyazono et al., 2012; Ikushima und 

Miyazono, 2010; Padua und Massagué, 2009; Schniewind et al., 2007). Die 

wichtige Bedeutung von TGF-β im duktalen Pankreaskarzinom ist auch daran 

erkennbar, dass sein Signaltransduktionsweg in 100% der Fälle mit mindestens 

einer Mutation genetisch verändert ist (Jones et al., 2008). 
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1.3.2 Die TGF-β1-Signaltransduktion 

 

TGF-β1 leitet seine Signale über transmembranöse Serin/Threonin-Kinase-

Rezeptoren in die Zelle. Intrazellulär gibt es dann unterschiedliche 

Signalkaskaden, die auch mit Signalkaskaden anderer Rezeptoren interagieren. 

Bei der Bindung von TGF-β1 gibt es zwei Rezeptoren, den Typ I- und den Typ II-

Rezeptor (Massaguè et al., 1998). Die Bindung von TGF-β1 induziert eine 

Formation eines Heterotetramers, welches aus zwei Typ I- und zwei Typ II- 

Rezeptoren besteht. Anschließend kommt es durch den aktivierten Typ II-

Rezeptor zu einer Phosphorylierung an einem regulatorischen Segment mit 

Glycin-Serin-reicher Region (GS-Region) am Typ I-Rezeptor (Huse et al., 1999). 

Hierdurch kommt es durch die phosphorylierte Region am Typ I-Rezeptor zu einer 

Phosphorylierung und damit Aktivierung der Rezeptor-aktivierten Smad-Proteine 

(R-Smad) (Attisano and Wrana, 2002). Die acht bekannten Smad-Proteine 

bestehen aus den Untereinheiten MH (Mad Homology)-1 und MH-2 (Shi et al., 

1998). Sie bilden den wichtigsten Hauptweg der TGF-β-induzierten intrazellulären 

Signalkaskade. Sie unterteilen sich in drei Smad-Gruppen: R-Smads (regulated 

Smads, bei Aktivierung erfolgt eine C-terminale Phosphorylierung, Smad 1-3, 5, 

8), Co-Smads (common-mediator-Smad, Interaktion mit anderen Smad-Proteinen, 

Smad4) und I-Smads (inhibitory Smads, inhibitorischer 

Rückkopplungsmeachnismus, Smad6 und -7). 

Hierbei gibt es zwei Wege über den Typ I-Rezeptor: Der TGF-β-Smad Weg über 

R-Smad2 und -3 sowie der BMP-Smad Weg über Smad1/5/8 (siehe auch Abb. 5) 

(Wrana, 2013; Massague et al., 2005; Shi und Massague, 2003).       

 

   

file:///C:/Users/Thomas_2/AppData/Local/Temp/Doktorarbeit_präfinal_10-2016_HU-1.doc%23_ENREF_2_71
file:///C:/Users/Thomas_2/AppData/Local/Temp/Doktorarbeit_präfinal_10-2016_HU-1.doc%23_ENREF_2_104
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Abb. 6: Signalweg des TGF-β- Rezeptors über Smad-Proteine (aus Wrana, 2013, modifiziert) 

 

Smad2 und -3 sind im unphosphorylierten Zustand inhibiert. Wenn die R-Smad-

Proteine über ein SARA-Protein (Smad anchor for receptor activation) am Typ-I-

Rezeptor für TGF- (ALK5, activin receptor-like kinase 5) binden, kommt es zu 

einer Phosphorylierung der letzten zwei Serine am Carboxyl-Terminus durch die 

Kinasefunktion von ALK5, wodurch eine Abspaltung vom Rezeptor resultiert. Die 

SARA-Proteine bewirken über phospholipidbindende Doppel-Zink-Finger-

Regionen eine Heranführung der R-Smad-Proteine an den Typ-I-Rezeptor 

(Tsukazaki et al., 1998). Zusätzlich kommt es zur Bindung mit Co-Smad4 zu 

einem Smad-Komplex und dessen Translokation in den Nukleus. Im Nukleus 

wirken die Smad-Proteine als Transkriptionsfaktoren durch direkte Bindung ihrer 

MH1 Domäne über eine β-Haarnadelschleife an die Desoxyribonukleinsäure 

(DNS) in Kombination mit diversen anderen DNS -bindenen Proteinen (Wrana 

2013; Shi und Massaguè, 2003).  
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Smad-Proteine interagieren auch über ihre MH-2-Untereinheit mit transkriptionalen 

Coaktivatoren (p300 und CBP) und Corepressoren (TGIF, Ski und SnoN), welche 

die Proteinsynthese beeinflussen.   

Nach Aktivierung von ALK5 und anschließender Phosphorylierung der Smad-

Proteine kommt es nach ca. 15 bis 30 Minuten zu einer gleichbleibenden 

Konzentration an phosphorylierten Smad-Proteinen in der Zelle, welche viele 

Stunden aufgrund weiterhin aktivierter ALK5-Moleküle anhalten kann. Im Nukleus 

erfolgt eine Dephosphorylierung der Smad-Proteine, wobei eine erneute 

Phosphorylierung durch ALK5 erfolgen kann (Smad-Shuttling). Lediglich durch 

eine Inaktivierung von ALK5 kann eine erneute Phosphorylierung der Smad-

Proteine verhindert werden (Massaguè et al., 2005; Shi und Massaguè, 2003). 

Die I-Smad6 und I-Smad7 sind transkriptionale Ziele der R-Smads und bilden 

einen negativen Rückkopplungsmechanismus. Sie interagieren mit ALK5, 

inhibieren diese und führen über eine Rekrutierung der Proteine Smurf (smad 

ubiquitylation regulatory factor) und ubiquitinabhängige Ligasen der Nedd4-Familie 

zu einer Degradation von ALK5. SnoN und Ski sind wichtige negativ und positiv 

wirkende Regulatoren für Smad2 und Smad3 vermittelte Transkription (Wrana, 

2013; Massague et al., 2005; Niederlande et al., 2001; Massague et al., 2000; 

Massague und Wotton, 2000; Stroschein et al., 1999; Shi et al., 1998). 

 

1.3.3 Smad-Protein unabhängige Signalwege über TGF-β1 

 

Neben dem ausführlich beschriebenen Smad-Signalweg gibt es weitere Smad-

unabhängige Signalwege unter Beteiligung des Typ-II-Rezeptors, welche z.B. über 

eine Phosphorylierung von PAR6 die Tight Junctions von epithelialen Zellen 

(Ozdamar et al., 2005) und spezifischen Axonen beeinflussen (Wrana, 2013; Yi et 

al., 2010).  

Weitere Kinasen (ERK, JNK und p38 MAP-Kinase) werden ebenfalls über den 

TGF-β1-Signalweg reguliert (siehe Abb. 6) (Mu et al., 2012). Auf diese alternativen 

Signalwege soll in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden. Nur der 

kanonische Smad-Signalweg soll hier im Fokus der Untersuchungen stehen. 
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Abb. 7: Der alternative (nicht Smad-abhängige) Signalweg über den TGF-β-Rezeptor (aus Wrana, 

2013, modifiziert) 

 

1.3.4 Die Funktion von TGF-β1 als Tumorsupressor und –induktor 

 

Die Inhibition der Proliferation in epithelialen, hämatopoetischen, neuronalen und 

bestimmten mesenchymalen Zellen ist eine bedeutende Rolle von TGF-β1. Dieser 

Wachstumsfaktor kann zu jedem Zeitpunkt in jeder Phase des Zellzyklus 

antiproliferative Gene induzieren, wobei die daraus resultierenden Proteine in der 

G1-Phase eine Proliferationsinhibition bewirken, so dass die Zellen nach 

Erreichen dieser Zellzyklusphase im Teilungsprozess blockiert sind.  
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Diese Proliferationsinhibition ist in den meisten Fällen reversibel, wobei es auch in 

manchen Zellen mit der terminalen Differenzierung der Zelle oder der Apoptose 

assoziiert ist.  

In der TGF-β-abhängigen Proliferationsinhibition sind zwei Klassen von 

antiproliferativen Genen beteiligt.  

Ein Gen inhibiert die cyclin-abhängige Kinase (cdks) und ein weiteres bewirkt eine 

Herunterregulation von c-myc (Pollard et al., 2008; Massaguè et al., 2000; Sherr 

und Roberts, 1999). C-myc ist ein Mitglied der Familie der Helix-Loop-Helix 

Leucinzipper, der als Transkriptionsfaktor und Promotor für Zellwachstum und 

Proliferation fungiert (Facchini und Penn, 1998).   

In der Ätiologie maligner Erkrankungen ist TGF-β sowohl ein Suppressor und 

Promotor. Es hat eine Tumorsuppressorfunktion, die in vielen Tumorzellen 

inaktiviert ist (Reiss, 1997). Fast in allen Pankreas- (Goggins et al., 1998; 

Villanueva et al., 1998) und Kolonkarzinomen (Grady et al., 1999) kommen 

Mutationen vor, die den TGF-β1 Signalweg blockieren.  

In TGF-β1 knock-out-Mäusen zeigte sich ein Anstieg der hepatozytären 

Proliferation und ein Absinken der Apoptose in Lungen- und Leberzellen (Tang et 

al., 1998). Nach einer Inkubation dieser Mäuse mit Karzinogenen zeigten sich 

deutlich größere, malignere sowie zahlreichere Leber- und Lungentumoren im 

Vergleich zur Kontrollgruppe, was auf die tumorsuppressive Wirkung im 

Initialstadium der Tumorentwicklung hinweist (Massaguè et al., 2000; Tang et al., 

1998). 

Viele gastrointestinale Tumoren weisen eine Mutation im TGF-β-Typ-II-Rezeptor 

als eine Mikrosatelliteninstabilität (Massaguè et al., 2000; Markowitz et al., 1995) 

auf.  Auch Mutationen im TGF-β I-Rezeptor in Pankreaskarzinomen sind bekannt 

(Goggins et al., 1998). 

Zusätzlich sind Mutationen beziehungsweise Deletionen im Gen von Smad4 bis zu 

50% beim Pankreaskarzinom und auch beim kolorektalen Karzinom nachweisbar 

(Shi und Massguè, 2003; ten Dijke et al., 2002; Massaguè et al., 2000).  In einem 

Mausmodell zeigte sich nach inaktivierenden Mutationen von Smad4 und dem 

Typ-II TGF-β-Rezeptor in duktalen Pankreaszellen eine maligne Entartung 

(PDAC) (Bardeesy et al., 2006; Ijichi et al., 2006).  
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Mutationen sowie Deletionen im Gen von Smad2 ließen sich in kolorektalen 

Karzinomen und Lungentumoren nachweisen, wobei diese im Vergleich zu DPC4 

deutlich seltener sind (Takagi et al., 1998; Eppert et al., 1996; Uchida et al., 1996).  

TGF-β1 selbst kann auch die Tumorbildung fördern. So korrelieren hohe 

Konzentrationen an TGF-β1 mit der malignen Progression des Tumors und einer 

verringerten Überlebensrate der Patienten (Nagaraj und Datta, 2010; Gold, 1999).  

TGF-β1 kann das Tumorwachstum auch indirekt fördern und zwar durch 

Suppression der Immunüberwachung des Körpers oder durch Stimulation der 

Blutgefäßneubildung über die Sekretion von Angiogenesefaktoren (Nagaraj und 

Datta, 2010; Akhurst und Derynck, 2001; Massaguè et al., 2000). Tumorzellen, die 

sich einer Wachstumshemmung durch TGF-β1 entzogen haben, können durch 

TGF-β1 trotzdem zur Invasion, Migration und epithelial-mesenchymaler Transition 

(EMT) angeregt werden (Nagaraj und Datta, 2010; Akhurst und Derynck, 2001; 

Massaguè et al., 2000; Yin et al., 1999; Oft et al., 1998; Cui et al. 1996). 

Die Tumorzellen können sich auch durch autokrines und parakrines TGF-β1 selbst 

stimulieren (Derynck et al.; 2001, De Caestecker et al., 2000; Gold, 1999). Auch 

durch direkte Aktivatoren (z.B. Matrixmetalloproteasen = MMP) von TGF-β1 ist die 

Konzentration dieses Proteins in Tumorgeweben erhöht (Kang, 2006).  

Im fortgeschrittenen Stadium der Tumorgenese bewirkt TGF-β1 eine 

Chemoresistenz, Migration, Angiogenese, Tumorzellinvasion und Metastasierung 

(Schniewind et al., 2007; Bierie et al., 2006; Galliher et al., 2006; Yezhelyev et al., 

2004; Ito et al., 2003). 

Auch die kleine GTPase Rac1 weist in duktalen Pankreastumorzellen einen 

proonkogenen Effekt auf. Dies erfolgt über eine Antagonisierung der 

proliferationsinhibierenden Wirkung von TGF-β1 und Förderung der Zellmigration 

durch Aktivierung von Smad2 und Smad3 (Ungefroren et al., 2011).  

 

1.3.5 Die TGF-β1-induzierte epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) 

 

Die EMT ist in der embryonalen Entwicklung von großer Bedeutung. Dabei kommt 

es bei epithelialen Zellschichten zur Reorganisation des aktinhaltigen Zytoskeletts, 

Demontage der Zell-Zell-Kontakte und Zellseparation in fibroblastenähnliche 

Zellen mit mesenchymaler Markerexpression und Migrationseigenschaften (Hay, 

1995).  
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Die Zelle wird hierdurch in der Matrix mobil, worin sich jedoch die maligne 

Formation einer Tumorzelle unterscheidet (Zavadil und Bottinger, 2005). Viele 

Zelladhäsionsmoleküle und Wachstumsfaktoren sind bekannt, die EMT in vitro 

und in vivo zu induzieren vermögen (Zavadil et al., 2004; Thiery, 2002). Die 

Mitglieder der TGF-β-Familie sind wichtige Induktoren von EMT in kardialen 

Zellen, Entwicklung des Haarfollikels und in der kutanen Wundheilung (Zavadil et 

al., 2004; Camenisch et al., 2002; Romano und Runyan, 2000; Sun et al., 1998; 

Sanford et al., 1997).  Von großer Bedeutung ist EMT auch in der 

fortgeschrittenen Karzinogenese sowie Metastasierung in Kooperation mit dem 

Gen KRAS und autokriner TGF-β1-Produktion, welche eine irreversible EMT 

induzieren kann (Janda et al., 2002). 

Die komplexe Wirkung von TGF-β1 auf EMT ist noch nicht vollständig geklärt. 

Wichtige Mediatoren der TGF-β1 induzierten EMT sind unter anderem die 

extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

(MAPK), Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), RhoA und Rac1 als kleine 

GTPasen sowie die Smad-Proteine (Zavadil et al., 2004 und 2001; Bhowmick et 

al., 2001; Bakin et al., 2000; Piek et al., 1999; Miettinen et al., 1994). Die Proteine 

Snail und Slug induzieren die TGF-β1 induzierte EMT als Repressoren für die 

Transkription des E-Cadherin Gens, dessen Proteinprodukt in den Adherens 

Junctions die Zelle in der Umgebung fixiert (Zavadil et al., 2004 und 2001; Bolos et 

al., 2003; Batlle et al., 2000). Tumorzellen, die unter dem Einfluß von TGF-β1 

stehen, sind unter anderem auch durch Metalloproteinasen (MMP) und durch 

Veränderungen im Zellskelett mit erhöhter Zellmotilität dazu in der Lage, 

Basalmembranen zu überwinden (Kong et a., 2011; Christiansen und 

Rajasekaran, 2006). 

 

1.4 Der Protease-Activated Receptor 2 (PAR2) 

 

Der Protease-Activated Receptor 2 (PAR2) gehört zu einer Familie mit vier 

Mitgliedern (PAR1, PAR2, PAR3, PAR4) und ist ein G-Protein-gekoppelter 

Rezeptor (Ramachandran et al., 2012; Adams et al., 2011). PAR1, PAR3 und 

PAR4 sind wichtige Rezeptoren für das Enzym Thrombin im Rahmen der 

Koagulation. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit ist vornehmlich der Rezeptor PAR2 

von besonderer Bedeutung und wird im Folgenden näher beschrieben. 
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PAR2 kann durch die Serinproteasen Trypsin, neutrophile Elastase, neutrophile 

Proteinase 3, Mastzelltryptase, aktivierter Faktor VII (FVIIa) und X (FXa), humane 

kallekreinabhängige Peptidase (KLKs), membrangebundene Serinproteinasen 1/ 

Matriptase I und die parasitäre Cystein- Proteinase mit Ausnahme von Thrombin 

(Adams et al., 2011) aktiviert werden.  

PAR2 wird vom Gen F2RL1 kodiert (Bohm et al., 1996) und besteht aus einer 

zentralen Domäne mit sieben Transmembran-Helices, die mit drei intrazellulären 

und drei extrazellulären Haarnadeln verbunden sind (Bockaert und Pin, 1999). Alle 

Mitglieder der PAR-Familie haben einen einzigartigen Mechanismus der 

proteolytischen Aktivierung. Serinproteasen sind in der Lage, PAR2 an einer 

spezifischen Stelle am extrazellulären Amino-Terminus zu spalten. Der 

anschließend demaskierte Amino-Terminus wirkt als gebundener Ligand 

(„tethered ligand“), bindet an der extrazellulären Rezeptordomäne und bewirkt 

eine Konformationsänderung des Proteins sowie eine Signalbildung über 

Aktivierung des heterotrimeren Guanyl-Nucleotid-bindenen Proteins (G-Protein), 

β-Arrestin Signalwegs sowie Transaktivierung einer Vielzahl an Rezeptoren und 

Signalmolekülen. Diese Art der PAR2-Aktivierung wird als „canonical“ bezeichnet 

(Gieseler et al., 2013; Ramachandran et al., 2012). Eine alternative Möglichkeit 

der PAR2 Aktivierung kann durch neutrophile Granulozyten mit der neutrophilen 

Elastase erfolgen. Hierbei kommt es zur Freisetzung eines „non-canonical“ 

gebundenen PAR2-Liganden, welcher den MAP-Kinase Signalweg stimuliert ohne 

die intrazelluläre Calciumfreisetzung zu erhöhen, wie es über den Signalweg des 

G-Proteins der Fall ist (Ramachandran et al., 2011).      

PAR2 wird stark im Pankreas exprimiert, in dem es als wichtiges Schlüsselmolekül 

bei der exokrinen Sekretion fungiert (Kawabata et al., 2008). PAR2 fördert auch 

das Wachstum des Mamma-Adenokarzinoms (Versteeg et al., 2008) und des 

Pankreaskarzinoms. Bei einer Inhibition von F2RL1 durch RNA Interferenz oder 

genomische Deletion zeigte sich in den PDAC-Zelllinien in einem Mausmodell eine 

deutliche Suppression des subkutanen Xenograft-Tumorwachstums oder eines 

Primärtumors (Shi et al., 2014; Iwaki et al., 2008). 

Auch in PDAC sind der TβRII, ALK5 und PAR2 exprimiert (Saito et al., 2011) und 

produzieren erhebliche Mengen an TGF-β1 und PAR2-Liganden. PAR2 und TGF-

β1 können ihre Expression gegenseitig regulieren sowie andere profibrinogene 

Gene induzieren (Knight et al., 2012; Saito et al., 2011) und somit die 
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desmoplastische Reaktion im Pankreaskarzinom verstärken (Ikeda et al., 2003). 

Aufgrund der profibrinogenen Wirkung spielt PAR2 eine bedeutende Rolle bei der 

Entstehung einer Pankreas- und Leberfibrose (Knight et al., 2012; Wygrecka et al., 

2011; Ikeda et al., 2003). PAR2 hat auch ein erhöhtes Vorkommen in proximalen 

Nierentubulizellen. In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass sich in 

Kontrollzellen durch PAR2-Agonisten eine vermehrte Expression des 

profibrinogenen Zytokins connective tissue growth factor (CTGF) zeigte, wodurch 

eine vermehrte Nierenfibrose hervorgerufen werden konnte.  

In renalen Tubuluszellen mit PAR2-Mangel in knockout-Mäusen zeigten sich 

hingegen nach Inkubation mit PAR2-Agonisten eine verminderte Bildung von 

CTGF und folglich einer verminderten Nierenfibrose (Chung et al., 2013).  

Auch für PAR2 ist die Förderung von Zellmotilität, Invasion und Metastasenbildung 

bei einer Vielzahl von Tumoren (inklusive PDAC) bekannt (Morris et al., 2006; Shi 

et al., 2004; Ikeda et al.; 2003). 

Durch Gewebekallikrein oder kallikreinabhängige Peptidasen zeigte sich in 

Studien eine Beteiligung von PAR2 zusammen mit PAR1 und PAR4 bei der 

Regulation von peripherer Gewebeinflammation, Gewebereparatur und 

Schmerzbildung (Oikonomopoulou et al., 2006). Auch im Rahmen der 

Gewebeinflammation und Schmerzbildung bei der Arthritis oder Pankreatitis spielt 

PAR2 eine bedeutende Rolle (Russel et al., 2012; Zhang et al., 2011; Nishimura et 

al., 2010; Russel et al., 2009; Kelso et al., 2006). Es ist auch an der Entstehung 

einer diabetischen und IgA-Nephropathie sowie an einer Glomerulonephritis 

beteiligt (Sumi et al., 2011; Moussa et al., 2007; Grandaliano et al., 2003).  Im 

respiratorischen System ist PAR2 sehr stark exprimiert und an vielen 

Lungenerkrankungen, wie z.B. Entzündungen, Lungenfibrose und vermutlich 

Allergien beteiligt (Nichols et al., 2012; Arizmendi et al., 2011; Yagi et al., 2006; 

Howel et al., 2005; Macfarlane et al., 2001). 

 

1.5 Fragestellungen dieser Arbeit 

 

Erste Hinweise für eine funktionelle Kooperation zwischen den PAR-Proteinen und 

dem TGF-β-Signalweg kamen von Burch und Mitarbeitern, die nach einer ex vivo 

Behandlung von glatten Gefäßmuskelzellen mit Thrombin eine Transaktivierung 



1 Einleitung 

28 

von ALK5 durch PAR1 mit anschließender Phosphorylierung der Smad-Proteine 

sowie eine erhöhte Proteoglykansynthese beobachteten (Burch et al., 2010). 

Vor dem Hintergrund der überlappenden biologischen Aktivitäten und 

gegenseitigen Regulation von ALK5 und PAR2 sowie der Befunde zur Interaktion 

von ALK5 mit PAR1 respektive PAR2 (bei der PAR2-Agonist-induzierten CTGF 

Expression in Nierenepithelzellen) (s. Einleitung), formulierten wir die 

Arbeitshypothese, dass eine ALK5-PAR2 Interaktion auch für TGF-β-induzierte 

Zellantworten erforderlich ist. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden folgende 

TGF-β-abhängige und onkologisch relevante Prozesse näher untersucht:  

 

 

1.) Die Smad-abhängige Signaltransduktion  

2.) Die allgemeine Smad-abhängige Aktivierung der Gentranskription 

3.) Die proliferationshemmende Wirkung 

4.) eine mögliche physische Interaktion zwischen ALK5 und PAR2 

 

Für die geplanten Experimente wurden hauptsächlich PDAC-abgeleitete Zelllinien 

verwendet, bei denen eine TGF-β1 Sensitivität sowie eine Expression und/oder 

Funktion von PAR2 nachgewiesen ist (Iwaki et al., 2008; Ikeda et al., 2006; 

Shimamoto et al., 2004). Sollte sich herausstellen, dass PAR2 die Förderung der 

TGF-β1 Wirkung auf Tumorzellen beeinflusst, so könnte man eine Blockierung der 

tumorprogressiven Effekte dieses Wachstumsfaktors auch über eine Hemmung 

von PAR2 erreichen. Das ist insofern eine vielversprechende Option, da für PAR-

Proteine bereits verschiedene pharmakologische Inhibitoren in der präklinischen 

und klinischen Erprobung sind. 
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2 Material 

 

2.1 Verbrauchsmaterialien 

 

 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Cedex Smart Slides Roche, Hamburg 

Eppendorfgefäße Eppendorf, Hamburg 

Glaspipettenspitzen Glaswarenfabrik Karl Hecht, 

Sondheim/Rhön 

Kryokonservierungsröhrchen Nalge Nunc Internationa, Wiesbaden 

Küvetten Sarstedt, Nürnbrecht 

Mikrotiterplatten Sarstedt Nürnbrecht 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago (USA) 

Pasteurpipetten Sarstedt, Nürnbrecht 

Petrischalen Sarstedt, Nürnbrecht 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnbrecht 

Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen 

PVDF-Membran Immobilon Merck, Darmstadt 

Säulen Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 

SDS-Page-Gel Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell, München 

Zellkulturflaschen Sarstedt, Nürnbrecht 

Zellkulturplatten Nalge Nunc International, Wiesbaden 

Zellschaber Sarstedt, Nürnbrecht 

Zentrifugierröhrchen Greiner, Frickenhausen 
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2.2 Laborgeräte 

 

Laborgerät Hersteller 

Autoklav A21 ES Webeco, Selmsdorf 

Biophotometer Eppendorf, Hamburg 

Brutschrank HERA cell 150 Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA) 

Dynex Revelation 4.22 Bio-Rad, München 

Eisbereiter Scotsman AF80 Scotsman, Suffolk (GB) 

Feinwaage Scaltec, Heiligenstadt 

Gefrierschrank Sanyo, Moriguchi (Japan) 

Geldokumentationssystem 

ChemiDoc XRS 

Bio-Rad, München 

iCycler CFX96 Bio-Rad, München 

MACS Säulenhalterung Malenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

MACS Säulenmagnet Malenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop IDO3 Zeiss, Oberkochen 

Multipipette Brand, Wertheim 

Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 

Ph-Meter 764 Multi Calimatic Knick, Berlin 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Eberstadt 

Power Supply Western Blot Power 

PAC 300 

Bio-Rad, München 

Rollmischer Assistant RM5 Glaswarenfabrik Karl Hecht, 

Sondheim/Rhön 

Rührmischer IKAMAG Janke & Kunkel IKA Labortechnik, 

Staufen 

Schüttler Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 

Sterilbank MSC Advantage Thermo Fisher Scientific, Waltham 

(USA) 

Stickstofftank Cryoson, Kleinkahl 
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Laborgerät Hersteller 

 Thermomixer Eppendorf, Hamburg 

Vakuumpumpe KNF Neuberger, Freiburg 

Vortex Vibrofix VF1 Janke & Kunkel IKA Labortechnik, 

Staufen 

Wärmeschrank Kelvitron Heraeus, Hanau 

Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik, 

Burgwedel 

Westernblot-Kammer Bio-Rad, München 

Wipptisch Rocky Fröbel, Lindau 

Zellzählgerät Cedex XS Roche, Indianapolis, Indiana (USA) 

Zentrifuge 5417R (Kühlzentrifuge) Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Biofuge A Heraeus, Hanau 

Zentrifuge Multifuge 1 S-R Heraeus, Hanau 

 

2.3 Chemikalien 

 

Chemikalie Hersteller 

Chloroform Merck, Darmstadt 

Dual Luciferase Assay System Promega, Heidelberg 

Dithiothreitol (DTT) New England BioLabs, Fankfurt 

ECL Prime Western Blotting 

Detection Kit 

Amersham GE Healthcare, Chalfont 

(GB) 

Ethanol Apotheke UKSH, Lübeck 

Lipofectamin 2000 Life Technologies, Carlsbad (USA) 

Lipofectamine RNAiMAX Life Technologies, Carlsbad (USA) 

MACS Myc-MicroBeads Kit Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 

MACS DKK-MicroBeads Kit Malenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Magermilchpulver Carl Roth, Karlsruhe 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe 

MycoAlert Mycoplasma Detection 

Kit 

Lonza, USA 

Peq-Gold RNA Pure Peqlab, Erlangen 
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Chemikalie Hersteller 

Posphated buffered saline (PBS) PAA Laboratories, Pasching 

(Österreich) 

Precision Protein Plus 

Größenstandard 

Bio-Rad, München 

Precision Protein Streptactin HRP Bio-Rad, München 

Roti-Free Stripping Buffer Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt 

SDS Blue Loading Buffer New England BioLabs, Frakfurt 

TGF-β1 ReliaTech, Wolfenbüttel 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

(TRIS) 

Carl-Roth, Karlsruhe 

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Trypsin-EDTA Biowest, Nuaillé (Frankreich) 

Tween Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

 

2.4 Puffer und Lösungen 

Puffer und Lösungen Zusammensetzung 

Blotpuffer 5% Magermilchpulver in TBS-T 

 

Elektrophoresepuffer 

 

25 mM TRIS,  

192mM Glycin und  

3,5mM SDS 

 

TBS 

 

20 mM TRIS, 

137 mM NaCl und 

pH 7,6 (mit HCl eintitriert) 

 

TBS-T 

 

TBS 

0,1 % Tween 20 
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Puffer und Lösungen Zusammensetzung 

Transferpuffer 25 mM TRIS-HCl, 

192 mM Glycin, 

20% MeOH und 

pH 6,8 (mit HCl eintitriert) 

 

2.5 Zellkulturmedien und Zusätze 

 

Zellkulturmedien und Zusätze Hersteller 

BEGM Single Quots (Zusatz) Lonza, Basel (Schweiz) 

Cryo-safe I Einfriermedium c.c. pro GmbH, Oberdorla 

DMEM Gibco Life Technologies, Carlsbad 

(USA) 

Fetales Kälberserum (FKS) PAA Laboratories, Pasching 

(Österreich) 

Keratinocyte Basal Medium 2 PromoCell, Heidelberg 

Natriumpyruvat (NAP) Merck, Darmstadt 

Penicillin-Streptomycin-Gentamycin 

(PSG) 

Gibco Life Technologies, Carlsbad 

(USA) 

RPMI 1640 Lonza, Basel (Schweiz) 
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2.6 Zelllinien 

 

Zelllinie Beschreibung Medium (vgl. 

2.5) 

Bezug 

Human adult 

low calcium 

high 

temperature 

keratinocytes 

(HaCaT) 

Humane Keratinozyten-

Zelllinie 

Keratinocyte 

Basal 

Medium 2 

UKSH Lübeck, 

Klinik für 

Dermatologie 

    

Panc-1 Humane duktale 

Pankreasadenokarzinom-

Zellen (PDAC) 

RPMI 1640 

+ 10% FKS 

+ 1% PSG 

+ 1% NaP 

American Type 

Culture 

Collection, USA  

 

Humane 

middle ear 

epithelial 

cells 

(HMEEC) 

 

Humane Mittelohrepithel-

Zelllinie 

 

BEGM mit 

Single 

Quots-

Zusätzen + 

DMEM 1:1 

 

UKSH Lübeck, 

Klinik für Hals-, 

Nasen und 

Ohrenheilkunde 
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2.7 siRNA 

 

siRNA Sequenz Bezug Cat. # 

Stealth™ 

RNAi 

Negativ-

Kontrolle 

 Invitrogen 12935-200 

    

ALK5 GCAUCUCACUCAUGUUGAUGGUCUA  

GCCAAAUGAAGAGGACCCUUCAUUA  

GGAGAAGAAGUUGCUGUUAAGAUAU 

Invitrogen HSS110695 

HSS110696 

HSS110697 
 

   

PAR2 UCAACCACUGUUAAGACCUCCUAUU  

GGGAAGCUCUUUGUAAUGUGCUUAU  

GCAACAUGUACUGUUCCAUUCUCUU 

Invitrogen HSS103471 

HSS103472 

HSS103473 
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2.8 Antikörper 

2.8.1 Primärantikörper 

 

Primärantikörper Wirt Konzentration Hersteller 

ALK5 (V-22) Kaninchen 1:500 Santa Cruz, 

Dallas, Texas 

(USA) 

β-Actin Maus 1:50000 Sigma, 

Deisenhofen 

    

HA-Antikörper 

(12CA5) 

Maus 1:20 Roche 

Diagnostics, 

Mannheim 

    

Myc-Antikörper 

(9B11) 

Maus 1:1000 Cell Sinalling 

Technology, 

Heidelberg 

    

Phospho-Smad2 

(Ser465/467) 

(138D4) 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 

(über New 

England Biolabs, 

Frankfurt) 

    

Phospho-Smad3 

(Ser423/425) 

Kaninchen 1:500 R&D Systems, 

Wiesbaden 

    

Smad2 (EP784Y) Kaninchen 1:1000 Epitomics, 

Burlingame 

(USA) 

    

Smad3 (EP568Y) Kaninchen 1:1000 Abcam, 

Cambridge, UK 
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2.8.2 Sekundärantikörper 

 

Sekundärantikörper Hersteller 

Anti-Kaninchen IgG, HRP-markierter 

Antikörper 

Cell Signaling (über New England 

Biolabs, Frankfurt) 

  

Anti-Maus IgG, HRP-markierter 

Antikörper 

Cell Signaling (über New England 

Biolabs, Frakfurt) 

 

2.9 Sequenzen 

 

2.9.1 Sequenzen der Reportervektoren 

 

Reportervektor Vektor 

(Hersteller) 

Hersteller Referenz 

p(CAGA)12 MLP-Luc pGL2-Promoter 

(Promega) 

S. Dooley, 

Mannheim 

Dennler et 

al., 1998 

    

p6SBE-Luc pGL3-Promoter 

(Promega) 

S.E. Kern, 

Baltimore, MD 

Zawel et al., 

1998 

    

pRL-TK-Luc pRL Renilla 

Luciferase 

Reporter Vektor 

Promega, 

Heidelberg 

 

 

2.9.2 Sequenzen von Expressionsplasmiden für die Zelltransfektion  

 

Reportervektor Vektor (Hersteller) Hersteller 

PAR2-myc-DKK pCMV6 Origene, 

Rockville, MD 

   

ALK5-T204D-HA pCMV5 J. Massaguė, NY 
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3 Methoden und Durchführung 

 

3.1 Behandlung der Zellen 

 

3.1.1 Zellkultur 

 

Das Arbeiten mit den Zellkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen unter einer 

Sterilwerkbank, welche regelmäßig gewartet sowie vor und nach der Benutzung 

mit 80 % Ethanol desinfiziert wurde. Bei jeder Versuchsdurchführung wurden 

autoklavierte Geräte sowie sterile Lösungen und Einmalartikel verwendet. Die 

Zellen wurden in einem Brutschrank mit 5 % Kohlenstoffdioxidgehalt bei einer 

Temperatur von 37 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Die 

Kultivierung der Zellen erfolgte in Polystyrolflaschen mit einer Fläche von jeweils 

75 cm².  

 

3.1.2 Kultivierung der Zellen 

 

Die Zellen, welche als Monolayerkulturen wuchsen, wurden durch zweitägliche 

mikroskopische Begutachtung in ihrer Vitalität sowie Konfluenz kontrolliert und bei 

einem Erreichen von ca. 80 % aufgetrennt. In einem Wasserbad wurden sämtlich 

verwendeten Lösungen auf 37 °C erhitzt. Nach dem Absaugen des Mediums 

erfolgte eine Spülung der Zellen mit PBS, um serumhaltiges Medium zu entfernen. 

Anschließend erfolgte eine Inkubation der Tumorzellen mit Trypsin-EDTA für 5-10 

Minuten im Brutschrank bei 37 °C. 

Im nächsten Schritt erfolgte eine Inhibition der enzymatischen Aktivität des 

Trypsins mit serumhaltigen Nährmedium. Nach Pipettierung der Zellsuspension in 

ein Polystyrolröhrchen erfolgt die Zentrifugation bei 1.300 Upm für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt sowie 5 ml eines 

serumhaltigen Mediums auf die Zellen gegeben und durch Vortexen gut 

resuspendiert. Nachfolgend erfolgte die Aufteilung der Tumorzellen auf mit 

serumhaltigem Medium gefüllte Zellkulturflaschen. In regelmäßigen Abständen 

erfolgte eine Kryokonservierung von Tumorzellen in flüssigem Stickstoff mit cryo-

safe-I-Lösung (c.c. pro GmbH, Oberdorla) sowie die Revitalisierung.  
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Hier wurde entsprechend der Herstellerangaben von c.c. pro GmbH vorgegangen. 

In regelmäßigen Abständen erfolgte auch eine Testung der Zellkulturen auf eine 

Kontamination mit Mycoplasmen (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit, Lonza, 

USA). In dieser Arbeit wurden Versuche nur mit Zellkulturen durchgeführt, die ein 

negatives Testergebnis aufwiesen. 

Die Auszählung der Tumorzellen erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Hierzu 

wurden 2 µl der Tumorzellsuspension nach deren Ablösung aus den 

Zellkulturflaschen mit 20 µl 0,4 %igem Trypanblau in Lösung gebracht und 

anschließend auf die Neubauerzählkammer aufgetragen. Anschließend erfolgte 

die Zählung der vitalen Zellen unter einem Lichtmikroskop der 4 großen 

Quadranten der Zählkammer. Bei einem Verhältnis der Tumorzellsuspension zum 

Trypanblau von 1:10 muss die gezählte Zellzahl mit 10^5 (10^4 · 10 

(Verdünnungsfaktor)) multipliziert werden, um die Anzahl der Zellen pro Milliliter 

Zellsuspension zu erhalten. Anschließend erfolgte die gewünschte Zellaufteilung 

nach folgender Formel: 

 

𝑔𝑒𝑤ü𝑛𝑠𝑐ℎ𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

(
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 ×  105

1𝑚𝑙 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛
) ×  1000

 = 𝑥 µ𝑙 𝑧𝑢 𝑒𝑛𝑡𝑛𝑒ℎ𝑚𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 

 

 

3.2 Zelllinien 

 

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien vorgestellt. Bei 

Panc-1 handelt es sich um eine gut etablierte und permanente 

Pankreasadenokarzinomzelllinie, die deshalb gewählt wurde, weil bei ihr die TGF-

 Sensitivität erhalten geblieben ist (die meisten anderen permanenten 

Pankreasadenokarzinomzelllinien haben diese aufgrund von Mutationen im Smad-

Signalweg verloren).  

Die Verwendung der immortalisierten Zelllinien HaCaT und HMEEC dient dazu, 

festzustellen, ob die Effekte von PAR2 auch in nicht-transformierten bzw. nicht-

tumorigenen Zelllinien und in Zelllinien, die aus anderen Geweben abgeleitet 

wurden, zu beobachten sind.  
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Da alle drei Zelllinien potentiell unsterblich sind, ist nicht davon auszugehen, dass 

geringe Unterschiede in der Passagenzahl einen messbaren Einfluss auf die 

Versuchsergebnisse haben. Dennoch wurden die Zellen für die Versuche 

innerhalb von 10-20 Passagen verwendet. 

   

 

3.2.1 humane Pankreasadenokarzinomzelllinie Panc-1 

 

Die humane Zelllinie Panc-1 wurde aus dem Pankreaskopf eines 56 Jahre alten 

Kaukasiers nach einer Pankreatikoduodektomie gewonnen. Histologisch handelt 

es sich um duktale Pankreaskarzinomzellen mit einer Verdopplungszeit von 52 

Stunden mit Glukose-6-Phosphatdehydrogenase-Aktivität (Lieber et al., 1975). Die 

Panc-1 Zelllinie wurde in 75 cm² Zellflaschen mit RPMI 1640 Medium (Lonza, 

Basel) kultiviert. Zu dem Medium wurden als weitere Bestandteile 10% fetales 

Kälberserum (FKS), 1% Penicillin-Streptomycin-Gentamycin (PSG) und 1% 

Natriumpyruvat (Na-P) gegeben. Die Panc-1-Zelllinie zeichnete sich bereits in der 

Vergangenheit in vielen Versuchen durch einen funktionsfähigen TGF-β1 

Signalweg aus, der sowohl laborintern als auch in vielen anderen Studien 

dargestellt werden konnte (Iwaki et al., 2008; Ikeda et al., 2006; Shimamoto et al., 

2004).   

 

3.2.2 humane Keratinozytenzelllinie HaCaT 

 

Die humane Keratinozytenzelllinie HaCaT (human adult low calcium high 

temperature keratinocytes) ist eine epitheliale Zelllinie von der Peripherie eines 

primär malignen Melanoms der Rückenhaut eines 62-jährigen Menschen. Die 

Zellen zeigen in vitro einen spontan immortalisierten Phänotyp, der allerdings nicht 

als tumorigen eingestuft wird. Die Zellen besitzen eine volle terminale 

Differenzierungsfähigkeit in Keratinozyten, welche vom Calciumgehalt abhängig 

sind. Bei Calcium-Konzentrationen im physiologischen Bereich (>1 mMol) kommt 

es zu einer verstärkten Differenzierung der Zellen und bei niedrigen 

Konzentrationen (<1 mMol) treten sie als Monolayer-Kultur mit Einzelzellen in 

einem eher heterogenen Muster mit lose angeordneten Zellen auf (Boukamp et 
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al., 1988). Die Zellen wurden in 75 cm² große Zellkulturflaschen mit dem 

„Keratinocyte Basal Medium 2“ (PromoCell, Heidelberg) kultiviert. 

 

3.2.3 humane Mittelohrepithelzelllinie HMEEC 

 

Die humane Mittelohrepithelzelllinie HMEEC (human middle ear epithelial cells)  

wurden aus dem Mittelohr entnommen und in vitro immortalisiert. Die Zellen 

wurden in 75 cm² großen Zellkulturflaschen mit dem Medium BEGM mit Single-

Quots-Zusätzen (Lonza, Basel) und DMEM (Gibco Life Technologies, Carlsbad, 

USA) in einem Verhältnis von 1:1 kultiviert. 

 

3.3 Transfektion der Tumorzellen mit siRNA und bakteriellen Plasmiden 

 

3.3.1 Vorgehensweise 

 

Als Transfektion (lat. trans – hinüber, lat. facere – machen) wird die Infektion von 

Organismen durch DNS und RNA von Bakteriophagen und Viren bezeichnet 

(Spektrum Akademischer Verlag, 1999). Im Rahmen von experimentellen 

Versuchen erfolgt das gezielte Einbringen von RNA beziehungsweise DNS in die 

Wirtzelle, ohne dass eine Integration in das zelluläre Genom erfolgt. Anschließend 

kommt es bei der Transfektion von DNA durch Transkription und anschließender 

Translation zu einer vermehrten Proteinsynthese dieser eingeschleusten 

Erbinformation. Bei der Transfektion von „small-interfering RNA“ (siRNA) werden 

Moleküle bis zu einer Größe von 25 Basenpaaren als Einzel- oder Doppelstrang 

verwendet. Hierbei kommt es zur Verbindung komplementärer Einzelstrang-RNA 

mit der mRNA und einem nachfolgenden Abbau der Duplex-RNA, so dass die 

Genexpression inhibiert ist und als Folge davon keine Proteine gebildet werden 

können. Dieser Vorgang wird auch als RNA-Interferenz bezeichnet (Siomi, 2009). 

Das Einbringen dieser siRNA bzw. von DNS erfolgt durch Lipofektion, wodurch ein 

kationisches Lipid die Erbinformation wie ein Liposom umschließt und durch die 

Zellmembran in das Zellinnere per Endozytose transportiert (Kim und Eberwine, 

2010). Als Transfektionsagenzien wurden Lipofectamin RNAiMAX bei der 

Transfektion von siRNA sowie Lipofectamin 2000 bei der Transfektion von 

Plasmid-DNS verwendet.  
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Beide Transfektionsagenzien wurden von der Firma Life Technologies bezogen. 

Die erfolgreiche Wirkung der siRNA wurde im Rahmen einer quantitativen PCR in 

der Arbeitsgruppe Ungefroren nachgewiesen und ist in dieser Arbeit nicht 

dargestellt. 

 

3.3.2 Durchführung / Protokoll 

 

Am ersten Tag wurden Zellen der Zelllinie Panc1 mit 4 · 105 Zellen pro Loch auf 

zwei 6-Lochplatten gleichmäßig verteilt. Hierbei wurde auf die Verwendung eines 

antiobiotikumfreien Mediums geachtet, da diese die Wirkung des Lipofectamins 

RNAiMax laut Herstellerangabe beeinträchtigen kann. Am zweiten Tag erfolgte die 

Transfektion der Tumorzellen bei einer Konfluenz von 80 %. Hierzu wurden fünf 

Polystyrolröhrchen sowie fünf Eppendorfgefäße mit jeweils 200 µl serumfreien 

Medium gefüllt. Anschließend wurde in jedes Röhrchen 10µl Lipofectamin 

RNAiMax und 100 µM siRNA in jedes Eppendorfgefäß nach folgendem Schema 

gegeben:  

 

Zelllinie - LFA 

RNAimax 

Negative 

Kontroll 

siRNA 

ALK5-

siRNA 

PAR2- 

siRNA 

PANC-1 2 (+/- 

TGF-β1) 

 2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

HaCaT 2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

Tab. 5: Transfektionsschema der siRNA: Es wurden jeweils 2 Lochkammern der Zelllinien HaCaT- 

und Panc1-Zellen nach obigem Transfektionsschema behandelt und mit oder ohne TGF-β1 für 

eine Stunde behandelt: „-“ ≙ keine Transfektion; LFA RNAimax ≙ nur Lipofectamin RNAimax ohne 

siRNA; sonstige Transfektion der Zellen nach Überschrift   

 

Im nächsten Schritt wurde der Inhalt des Eppendorfgefäßes in die jeweils 

zugehörigen Polystyrolröhrchen gegeben und für 20 Minuten inkubiert, so dass 

das Lipofectamin RNAiMax mit der siRNA einen Komplex bilden konnte. Die 

Röhrchen wurden anschließend auf 2 ml mit serumfreien Medium aufgefüllt.  
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Nach Absaugen des serumhaltigen Mediums aus den einzelnen Löchern der 6-

Lochplatte und zweimaliger Spülung der Zellen mit jeweils 2 ml PBS pro Loch 

erfolgte die Inkubation der Zellen mit der Transfektionsmischung. Hierbei wurden 

jeweils 2 Löcher mit 1 ml derselben siRNA-Suspension nach obigem Schema 

befüllt. Die 6-Lochplatten wurden für 4 Stunden in den Brutschrank gestellt. 

Anschließend wurde das Medium durch Absaugen entfernt, die einzelnen 

Kammern mit 2 ml serumhaltigen Medium gefüllt und für 24 Stunden im 

Brutschrank aufbewahrt. Am dritten Tag erfolgte eine erneute Transfektion nach 

obigem Schema. Am vierten Tag wurde jeweils eines der beiden Vertiefungen mit 

gleicher Transfektion nach einer Zugabe von 5ng/ml TGF-β1 für 60 Minuten in den 

Brutschrank gestellt.  

  

3.4 Western Blot 

3.4.1 Funktionsweise 

Die Methode des Western Blots (Synonym: Immunoblot) beinhaltet den Transfer 

von Proteinen auf eine Trägermembran mittels Gelelektrophorese sowie die 

Detektion von Proteinstrukturen mittels Antikörper und anschließender 

Chemilumineszenzdetektion.  

Nach Übertragung der Proteine auf die Membran wird zunächst ein 

Primärantikörper zur Detektion des gesuchten Epitops aufgebracht. Die 

anschließende Inkubation mit einem Sekundärantikörper dient zum Nachweis des 

gebundenen Primärantikörpers durch eine Chemilumineszenzdetektion mittels 

Meerrettichperoxidase. Durch eine nachfolgende densitometrische Messung kann 

die Intensität der Proteinbanden quantifiziert und grafisch dargestellt werden. Mit 

diesem Verfahren aus elektrophoretischer Proteinauftrennung und 

Immundetektion können bestimmte Proteinstrukturen aus der quantitativen Vielfalt 

der Proteine im Lysat detektiert werden (Ghosh et al., 2014; Burnette, 1981; 

Towbin et al., 1979). 

 

3.4.2 Protokoll/Versuchsdurchführung 

Die Tumorzellreihen Panc1 und HaCaT wurden so behandelt wie es im Punkt 

3.2.2 beschrieben wurde.  Im Folgenden werden die weiteren Behandlungsschritte 

detailliert dargestellt.  
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3.4.2.1 Proteinextraktion und Proteinbestimmung 

Am vierten Tag nach Aussaat der Zellen folgte nach der 60-minütigen Inkubation 

mit TGF-β1 eine erneute Spülung der Zellen mit PBS sowie eine Applikation von 

100 µl PhophoSafe-Puffer (Merck) mit Phosphataseinhibitoren, um eine Lyse der 

Zellen zu erwirken und um die Phosphatreste an den Proteinen gegen Abspaltung 

zu schützen. Nachfolgend erfolgte eine Inkubation der 6-Loch-Platten auf Eis nach 

Verschluss mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging) für 20 Minuten und für 

weitere 10 Minuten in einem -80°C Kühlschrank zur sofortigen Terminierung des 

Zellstoffwechsels sowie zum Aufbrechen der Zellmembran durch Eisbildung. 

Während des weiteren Arbeitens mit den Lysaten wurde auf eine kontinuierliche 

Kühlung durch Lagerung auf Eis geachtet. Die Suspensionen jeder Kammer der 6-

Loch-Platten wurden in ein Eppendorfgefäß überführt. Anschließend erfolgte eine 

Zentrifugation mit 10.000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C für 15 Minuten 

(Eppendorf). Nach Zentrifugation der Zelltrümmer erfolgte die Übertragung des 

Überstandes in neue Eppendorfgefäße und die Lagerung der Lysate bei -20 °C.  

Um in folgenden Versuchen eine gleichmäßige Proteinaufteilung der Lysate zu 

gewährleisten, erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem DC 

Protein-Assay-Kit der Firma Bio-Rad. Dieses Verfahren beruht auf dem von Lowry 

basierenden Protokoll (Lowry et al., 1951) zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration. Im Folgenden erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit 

Hilfe des Dynex Revelation 4.22 der Firma Bio-Rad. 

Hierzu wurde eine 96-Loch-Platte nach folgendem Schema behandelt: 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A H2

O 

H2

O 

0,1mg/

ml 

Alb. 

0,2mg/

ml 

Alb. 

0,3mg/

ml 

Alb. 

0,4mg/

ml 

Alb. 

0,5mg/

ml 

Alb. 

0,6mg/

ml 

Alb. 

0,7mg/

ml 

Alb. 

0,8mg/

ml 

Alb. 

0,9mg/

ml 

Alb. 

10,0mg/

ml 

Alb. 

B H2

O 

H2

O 

0,1mg/

ml 

Alb. 

0,2mg/

ml 

Alb. 

0,3mg/

ml 

Alb. 

0,4mg/

ml 

Alb. 

0,5mg/

ml 

Alb. 

0,6mg/

ml 

Alb. 

0,7mg/

ml 

Alb. 

0,8mg/

ml 

Alb. 

0,9mg/

ml 

Alb. 

10,0mg/

ml 

Alb. 

C P1 P1 P2 P2 P3 P3 P4 P4 P5 P5 P6 P6 

D P7 P7 P8 P8 P9 P9 P10 P10 P11 P11 P12 P12 

E P13 P13 P14 P14 P15 P15 P16 P16 P17 P17 P18 P18 

F P19 P19 P20 P20 P21 P21 P22 P22 P23 P23 P24 P24 

G P25 P25 P26 P26 P27 P27 P28 P28 P29 P29 P30 P30 

H P31 P31 P32 P32 P33 P33 P34 P34 P35 P35 P36 P36 

Abb. 8: Aufbau 96-Loch-Platte zur Proteinbestimmung, Alb.: Albumin, P1-36: Probe 1-36, In die 

Lochkammern A1 bis B12 wurden die Albuminstandardreihe in angegebener Konzentration 

pipettiert. In die Kammern C1 bis H12 wurde jeweils in zwei Lochkammern die gleiche Probe 

gegeben, die zuvor in einem Verhältnis von 1 : 10 mit destilliertem Wasser verdünnt wurde. Nach 

Hinzugabe der Reagenzien erfolgte eine Konzentrationsbestimmung mit dem ELISA-Reader. 

 

In die Kammern A1, A2, B1 und B2 wurde jeweils 5 µl destilliertes Wasser 

gegeben. In die Kammern A3 bis A12 und B3 bis B12 wurde die Standardreihe mit 

Albumin nach obigem Schema verteilt. Die Proben wurden mit 5 µl zur 

Proteinbestimmung in zwei Kammern ab C1 bis H12 verteilt, nachdem sie in 

einem Verhältnis von 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt wurden. 

Anschließend wurde in alle Kammern 25 µl vom Reagenz A und S in einem 

Verhältnis von 1:50 sowie 200 µl der Lösung B pipettiert. Daraufhin erfolgt eine 

Inkubation unter Lichtabschluss für 15 Minuten sowie die anschließende Messung 

mit dem ELISA-Reader. Die Angabe der gemessenen Proteinmenge erfolgt in 

mg/ml. 

 
3.4.2.2 Probenaufteilung und Proteindenaturierung 

 
Nach Abschluss der Proteinkonzentrationsbestimmung der einzelnen Lysate 

erfolgte die gleichmäßige Proteinverteilung von 20 µg Protein pro 10 µl 

Gesamtvolumen. Hierzu wurde das entsprechende Volumen der einzelnen Lysate 

gemäß ihrer Proteingehalte entnommen und mit dem PhosphoSafe-Lysispuffer auf 

das Envolumen von 10 µl aufgefüllt.  
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Anschließend wurden 100 µl vom Blue Loading Buffer B7703S (New England 

BioLabs, Frankfurt) mit 10 µl Dithiothreitol (DTT) versetzt und in einer Menge von 

5 µl auf die einzelnen Proben verteilt. Jede Probe wurde für 5 Minuten zur 

weiteren Denaturierung der Proteine auf 95°C mit dem Thermomixer (Eppendorf) 

erhitzt und geschüttelt. Darauf erfolgte eine kurze Zentrifugation für 30 Sekunden 

auf 1000 Umdrehungen pro Minute, so dass das Kondensat wieder in die Probe 

übergehen konnte. 

 

3.4.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Nach Vorbereitung der Proben erfolgt im folgenden Versuchsabschnitt die 

Proteinauftrennung nach ihrer Molekülgröße im Rahmen der 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierbei 

wurden Mini-Protean TGX any kD - Fertiggele von der Firma Bio-Rad (München) 

verwendet, die für Proteine mit einer Molekülgröße von 10 – 200 Kilodalton (kDa) 

verwendet werden können. Die Proben wurden in die jeweiligen Kammern nach 

folgendem Schema eingefügt: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Beladung der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit 

Proteinproben (http://www.austincc.edu/mlt/mdfund/pictures/GelElectrophoresis.jpg, modifiziert) 

 

 

 

http://www.austincc.edu/mlt/mdfund/pictures/GelElectrophoresis.jpg
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Probenkammer Zelllinie Panc1 Zelllinie HaCat 

1 Precision Protein Plus Marker Precision Protein Plus Marker 

2 Unbehandelte Probe ohne TGF-

β1 

Unbehandelte Probe ohne TGF-

β1 

3 Unbehandelte Probe mit TGF-

β1 

Unbehandelte Probe mit TGF-

β1 

4 Kontroll-siRNA ohne TGF-β1 Kontroll-siRNA ohne TGF-β1 

5 Kontroll-siRNA mit TGF-β1 Kontroll-siRNA mit TGF-β1 

6 ALK5-siRNA ohne TGF-β1 ALK5-siRNA ohne TGF-β1 

7 ALK5-siRNA mit TGF-β1 ALK5-siRNA mit TGF-β1 

8 PAR2-siRNA ohne TGF-β1 PAR2-siRNA ohne TGF-β1 

9 PAR2-siRNA ohne TGF-β1 PAR2-siRNA ohne TGF-β1 

10 Precision Protein Plus Marker Precision Protein Plus Marker 

Tab. 6:  Probenanordnung der einzelnen Kammern im Elektrophoresegel  

 

Anschließend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine unter 

Verwendung eines Elektrophoresepuffers (siehe Punkt 2.4) bei einer angelegten 

Spannung von 120 Volt für eine Stunde.   

Die Plastikabdeckungen der verwendeten Mini-Protean TGX any kD-Fertiggele 

(Bio-Rad) wurden durch ein hierfür vorgesehenes Werkzeug geöffnet. 

Anschließend wurden die Gele in den Blotpuffer (siehe Punkt 2.4) eingelegt. 

 

3.4.4 Transfer („Blotten“) der Proteine 

 

Durch das „Blotting“ erfolgt ein Proteintransfer aus dem Gel auf eine 

Polyvinylidendifluorid-(PVDF) Membran unter Anlage eines elektrischen Feldes. 

Anschließend können die Proteine durch eine Immundetektion durch 

Antikörperbindung in Form von Banden dargestellt werden. Die verwendeten 

Membranen wurden zuvor in einer Petri-Schale mit 70% Methanol (Firma Carl 

Roth, Karlsruhe) auf einem Schüttler (Firma Heidolph, Schwabach) für 5 Minuten 

gelegt, um ihre lipohile Eigenschaft für den Proteintransfer zu reduzieren. 

Anschließend wurden die Membranen in Blotpuffer für weitere 5 Minuten inkubiert. 

Nachfolgend wurden der Schwamm, das Whatman-Filterpapier (Firma Schleicher 

& Schuell, München), die PVDF-Membran sowie das SDS-PAGE-Gel in folgender 

Reihenfolge von Anode zu Kathode angeordnet:  
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Abb. 10: Versuchsanordnung der Bestandteile beim Westernblotting: Anode → Schwamm→ 

Whatman-Filterpapier→ PVDF-Membran→ SDS-Page-Gel→ Whatman-Filterpapier→ Schwamm→ 

Kathode, (entnommen aus http://www.radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Forschung/GelSandwich.gif, 

modifiziert) 

 

Das Papier, die Schwämme sowie die Vorrichtung wurden ebenfalls zuvor in 

Blotpuffer für 5 Minuten inkubiert.  

Die Plastikvorrichtung wird mit seinem Inhalt in die Blotkammer eingespannt und 

mit Blotpuffer aufgefüllt. Zusätzlich wurde noch eine Kühlvorrichtung in dem 

Becken platziert und die Versuchsdurchführung in einem Kühlraum bei 8°C für 

eine Stunde mit Anlage einer Stromstärke von 400 mA durchgeführt. Bei dem 

gesamten Versuchsablauf wurde besonders darauf geachtet, dass das Gel zu 

jedem Zeitpunkt mit Blotpuffer umgeben war, um eine Austrocknung und eine 

Degradierung der Proteine zu vermeiden.  

Die proteinbehafteten Membranen wurden anschließend für eine Stunde in TBST 

mit 5 % Magermilch (Carl Roth, Karlsruhe) gegeben, um unspezifische 

Bindungsquellen zu minimieren. Nachfolgend erfolgte eine dreimalige Spülung für 

jeweils 10 Minuten der Membranen mit TBST. 

  

3.4.5 Detektion der Proteine über Antikörperbindung 

 

Zum Nachweis eines spezifischen Proteins erfolgt eine Detektion mit dem Fab-

Anteil des primären Antikörpers an sein Antigen. Hierzu wurden die 

Primärantikörper (siehe Punkt 2.8.1) in einem Verhältnis von 1:1000 mit TBST und 

5 % Magermilch in Suspension gebracht und über Nacht (> 12 Stunden) in einem 
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Kühlraum bei 8 °C auf einem Rüttler verwahrt, so dass eine permanente 

Benetzung der Membran mit der Antikörpersuspension gewährleistet werden 

konnte. Daraufhin folgte eine dreimalige Spülung mit TBST für jeweils 10 Minuten. 

Anschließend wurde ein Sekundärantikörper in einem Verhältnis von 1: 1000 zur 

Detektion des Primärantikörpers (siehe Punkt 2.8.2) mit TBST und 5 % 

Magermilch inkubiert und anschließend auf die PVDF-Membran gegeben. Der 

Sekundärantikörper bindet nun den Primärantikörper. Zusätzlich wurde der 

Suspension das Precision Streptactin HRP (Bio-Rad, München) in einem 

Verhältnis von 1:10.000 zugegeben, das zur Bandendarstellung des Precision 

Markers dient. Anschließend erfolgte eine erneute Episode einer dreimaligen 

Spülung mit TBST. Zum Nachweis von Abweichungen der Proteinbeladungen der 

einzelnen Kammern des SDS-Gels, erfolgte als Vergleich der Antikörpernachweis 

des β-Actins (Sigma, Deisenhofen) als Zytoskelettprotein und „housekeeping 

gene“, welches durch die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente nicht 

beeinflusst wurde. Die Chemilumineszenzdetektion der einzelnen Banden erfolgte 

nach Herstellerangabe des Prime Western Blotting Detection Kit (Amersham, 

Chalfont) mit einer Enhanced chemiluminescence (ECL) Lösung. Die visuelle 

Darstellung erfolgte mit dem Geldokumentationssystem ChemiDoc XRS (Bio-Rad, 

München). 

 

3.4.6 „Stripping“ 

 

Als Stripping wird die Entfernung des Primärantikörpers sowie des 

Sekundärantikörpers von den Proteinen der PVDF-Membran bezeichnet, um 

einen Nachweis anderer Proteine in benachbarter Region durch spezifische 

Primärantikörperbindung ohne Überlagerung zu ermöglichen. Die PVDF-

Membranen wurden hierzu für 30 Minuten bei 56°C in einer Schale mit Roti-Free 

Stripping Buffer (Carl Roth, Karlsruhe) inkubiert. Dies erfolgte in einem beheizten 

Wasserbad mit Rüttlerfunktion (GFL Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel). 

Daraufhin erfolgte eine dreimalige Spülung mit TBST für jeweils 10 Minuten sowie 

eine Inkubation in TBST mit 5% Magermilch für eine Stunde, um erneut 

unspezifische Proteinbindungsstellen zu minimieren. Bevor eine erneute 

Inkubation mit einem Primärantikörper nach dem Stripping-Verfahren durchgeführt 

wurde, erfolgte eine Inkubation mit einem Sekundärantikörper für eine Stunde 
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sowie die Behandlung mit der ECL-Lösung, um mit dem 

Geldokumentationssystem ChemiDoc XRS (Bio-Rad, München) verbliebene 

Antikörperrückstände auszuschließen. 

   

3.4.7 Auswertung der Western Blots 

 

Um einen präzisen Vergleich der Banden des Western Blot zu gewährleisten, 

erfolgte eine densitometrische Auswertung mit dem frei verfügbarem Programm 

ImageJ (National Institute of Health), welches die Anzahl der Pixel aller Banden 

bestimmte und diese im Verhältnis zu den Pixeln der Banden des 

Referenzproteins β-Actin darstellte.   

 

3.5 Zellzählung 

 

In Punkt 3.1.2 wurde die Vorgehensweise der Zellzählung in einer Neubauer-

Zellkammer dargestellt. Durch eine Messung der Zellzahl mit dem Zellzählgerät 

Cedex XS (Roche, Indiana, USA) kann innerhalb von einigen Sekunden bestimmt 

werden, wie hoch die Proliferationsrate der Tumorzellen nach zweitägiger 

Behandlung mit TGF-β1 ist. Es wird sowohl die Anzahl der vitalen als auch die der 

toten Zellen bestimmt, die anschließend grafisch dargestellt werden können.  

Zu Beginn des Versuches wurden Zellen in 6-Lochplatten ausgesät, so dass 

200.000 Zellen pro Lochkammer verteilt wurden (vgl. 3.1.2). Als Zelllinien wurden 

Panc1, HaCaT sowie HMEEC verwendet.  

Im Anschluss wurde jeweils eine 6-Lochplatte nach folgendem Schema insgesamt 

zweimal an zwei aufeinanderfolgenden Tagen transfiziert (vgl. Punkt 3.3): 

 

 

Tab. 7: Transfektionsschema der Zellreihen Panc-1, HaCaT und HMEEC: Es wurde je Zellreihe 

eine komplette 6-Lochplatte mit derselben siRNA bzw. ohne siRNA transfiziert. Anschließend 

erfolgte in drei Lochkammern jeweils einer 6-Lochplatte eine Behandlung mit TGF-β1.  

 

Zelllinie Lipofectamin ALK5-siRNA PAR2-siRNA Kontroll-siRNA 

Panc-1 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammern 

HaCaT 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammern 

HMEEC 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammern 6 Lochkammer  
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Am darauffolgenden Tag wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml eines 

neuen Mediums mit einer Zugabe von 5ng/ml TGF-β1 für jeweils drei 

Lochkammern einer 6-Lochplatte ersetzt. In den übrigen drei Kammern erfolgte 

lediglich ein Wechsel des Mediums ohne weitere Zusätze (vgl. Punkt 2.5). Dieser 

Vorgang wurde am darauffolgenden Tag wiederholt. Am dritten Tag nach erster 

Behandlung mit TGF-β1 wurde das Medium abgesaugt und mit 2 ml PBS gespült. 

Nach Absaugen des PBS erfolgte eine Inkubation der Zellen mit 0,5 ml Trypsin-

EDTA für 5-10 Minuten im Brutschrank. Anschließend wurde die enzymatische 

Wirkung des Trypsin-EDTA durch Zugabe von 0,5 ml eines serumhaltigen 

Mediums inaktiviert und die Zellsuspension aus drei Lochkammern der gleichen 

Behandlung in ein Eppendorfgefäß pipettiert.  

Es wurden 12,5 µl der Zellsuspension sowie 12,5 µl 0,4%igem Trypanblau in ein 5 

ml Eppendorfgefäß pipettiert. Nach ausreichendem Vortexen wurden 10 µl der 

gefärbten Zellsuspension auf die Messkammer (Cedex smart slides, Roche, 

Indiana, USA) appliziert und anschließend in das Zellzählgerät (Cedex, XS, 

Roche, Indiana, USA) eingefügt.  

Innerhalb von einer Sekunde konnte die Zellzahl der vitalen und toten Zellen 

bestimmt werden. Die Werte wurden tabellarisch aufgelistet und anschließend in 

einem Diagramm ausgewertet. 

 

3.6 Assay zur Messung der Transkriptionsaktivität von TGF-β1/ 

Smadabhängigen Reportergenen 

 

3.6.1 Funktionsprinzip 

In dieser Versuchsdurchführung werden die Reportervektoren p(CAGA)12-luc (S. 

Dooley, Mannheim) bzw. p6SBE-luc (S. E. Kern, Baltimore, MD), die beide für die 

Glühwürmchen-Luciferase kodieren, mit dem Kontrollvektor pRL-TK-luc (Promega, 

Heidelberg), der für die Renilla-Luziferase kodiert, ko-transfiziert. Die 

Reportergene p(CAGA)12-luc bzw. p6SBE-luc werden nach Bindung von 

aktivierten Smad-Proteinen verstärkt exprimiert. Als Folge weisen diese Zellen 

eine hohe Luziferaseaktivität auf, die anschließend mit Hilfe des Dual Luciferase 

Assay System (Promega, Heidelberg) detektiert werden kann. Dies kann 

allerdings nur erfolgen, wenn die Smad-Proteine zuvor phosphoryliert wurden.  
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Wenn in Zellen Proteine beispielsweise durch siRNA vermindert gebildet werden, 

die in den Phosphorylierungsprozess der Smad-Proteine eingreifen, so kann die 

Auswirkung der Hemmung direkt über die Aktivität der gebildeten Luziferase 

bestimmt werden (Dennler et al., 1998; Zawel et al., 1998). 

 

3.6.2 Protokoll 

Panc-1-Zellen wurden in einer Anzahl von 20.000 pro Lochkammer je Zellreihe auf 

eine 96-Lochplatte gleichmäßig verteilt. Am zweiten Tag erfolgte eine Transfektion 

der Zellen mit serumfreien Medium und Lipofectamin RNAiMAX nach folgendem 

Schema (vgl. Punkt 3.3). 

 

Zelllinie Lipofectamin 

RNAiMAX und 2000 

PAR2-siRNA ALK5-siRNA 

Panc-1 6 Lochkammern  6 Lochkammern  6 Lochkammern  

Tab. 8: Transfektionsschema der siRNA: Die Zelllinien Panc-1 wurde auf jeweils 18 Lochkammern 

der 96-Lochplatte gleichmäßig mit 20.000 Zellen pro Kammer verteilt. Anschließend wurden jeweils 

6 Lochkammern mit derselben siRNA transfiziert nach obigem Schema. Zusätzlich wird p6SBE-luc 

oder p(CAGA)12-MLP-luc zusammen mit pRL-TK-luc transfiziert. Anschließend erfolgte eine 24-

stündige Inkubation mit TGF-β1.     

 

Am dritten Tag erfolgte eine erneute Transfektion der siRNA (50 µM) sowie der 

Vektoren p6SBE-luc oder p(CAGA)12-MLP-luc in Kombination mit pRL-TK-luc und 

Lipofectamin 2000 (Life Technologies, Carlsbad, USA). Am darauffolgenden Tag 

erfolgte eine Behandlung aller Lochkammern mit 5 ng/ml TGF-β1 für 24 Stunden.  
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3.7 Co-Immunpräzipitation 

 

3.7.1 Funktionsprinzip 

 

Die Co-Immunpräzipitation ist ein molekularbiologisches Verfahren und dient zur 

Selektion eines spezifischen Proteins oder Peptids, welches lediglich in geringer 

Menge in einer Zellproteinsuspension vorkommt.  

Durch eine bloße Verwendung der Suspension zur Darstellung des Proteins ohne 

vorherige Co-Immunpräzipitation würde man nur ein schwaches oder gar kein 

Signal im Western Blot erhalten.  

Somit kann mit diesem Verfahren auch eine sehr geringe Menge eines 

spezifischen Proteins detektiert werden (Phizicky und Fields, 1995). Zunächst 

erfolgt die Transfektion von Plasmid-DNS in die Tumorzellen, welche in den Zellen 

zu einer Überexpression dieses Proteins führt. In dem hier durchgeführten 

Versuch sind es PAR2-myc-DKK und ALK5-HA. Anschließend erfolgt die 

Behandlung der Zellen mit TGF-β1 sowie die Lyse. Im weiteren Vorgehen wird 

entsprechend den Herstellerangaben von Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach) im 

Rahmen des MACS MicroBeads Kit vorgegangen. Dem Zelllysat werden 

sogenannte MicroBeads hinzugefügt. Hierbei handelt es sich um 50 nm große 

magnetische Partikel, die an Antikörper gebunden sind.  

Diese Antikörper binden mit dem magnetischen Partikel hochspezifisch an einem 

Peptid. In dieser Arbeit wurden Antikörper verwendet, die hochspezifisch am Tag-

Peptid Myc banden. Dieses Protein war direkt physisch an PAR2 gebunden. 

Anschließend wurde die gesamte Zellsuspension über eine Säule gegeben, 

welche trichterartig die Suspension durch eine Engstelle leitet. Diese Engstelle der 

Säule ist in einem starken Magneten positioniert. Die durch antikörpergebundenen 

Proteine werden in der Säule durch das starke Magnetfeld gebunden und dort 

nach Durchlaufen der Suspension angereichert. 
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Abb 11: Mechanismus der Co-Immunpräzipitation durch Antikörper mit Microbeads von MACS 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, (Modifizierte Abbildung von 

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0002500/IM0002517.ashx)  

 

Daraufhin werden in die Säulen Enzyme gegeben, die eine Spaltung der 

antikörpergebundenen Proteine von den magnetischen Partikeln bewirken. So 

können die Proteine in einem Eppendorfgefäß in hoher Konzentration aufgefangen 

und anschließend nach Elektrophorese auf eine Membran transferiert werden.  

Nach Lyse der Zellen und Zentrifugation wird die 

Zellsuspension in ein Eppendorfgefäß übertragen 

Durch Hinzugabe der an Microbeads gekoppelten 

Antikörper anti-myc kommt es zur Bindung an das Tag-

Protein myc, welches an PAR2 gebunden ist.  

Die Zellsuspension wird durch die Säulen gegeben, die 

in einem starken Magneten positioniert werden. PAR2 

bleibt durch die Bindung der myc-Antikörper mit 

MicroBeads an der Säulenwand aufgrund des starken 

Magnetfeldes gebunden während die übrige 

Zellsuspension mit diversen Proteinen durch die Säulen 

gelangt und in einem Eppendorfgefäß aufgefangen wird.    

Durch die Hinzugabe eines Lysispuffers kommt es zur 

Abspaltung des Proteins vom MicroBead, das 

anschließend in hoher Konzentration in einem 

Eppendorfgefäß aufgefangen werden kann.  

http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Products/Import/0002500/IM0002517.ashx
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Durch eine Antikörperbehandlung kann nun das gesuchte Protein durch 

Chemilumineszenzdetektion nachgewiesen werden (Masters, 2004; 

http://www.miltenyibiotec.com). Die Besonderheit in diesem Verfahren liegt darin, 

dass sich lediglich das gesuchte Protein (hier: PAR2) auf der Membran befindet, 

welches zuvor durch Co-Immunpräzipitation isoliert wurde. Dies schließt jedoch 

auch Proteine mit ein, die zum Zeitpunkt der Zelllyse eine direkt physische 

Interaktion mit dem gesuchten Protein eingegangen sein könnten (hier: ALK5). So 

kann durch eine Antikörperbehandlung der Membran mit einem anti-ALK5-

Antikörper herausgefunden werden, ob zum Zeitpunkt der Zelllyse eine physische 

Interaktion zwischen PAR2 und ALK5 bestand. 

 

3.7.2 Protokoll 

Es wurden 8 Polystyrolflaschen (75cm²) mit jeweils 2 ∙ 106 Panc-1-Zellen pro 

Flasche gefüllt. Am darauffolgenden Tag wurde das serumhaltige Medium nach 

Spülen mit PBS durch serumfreies Medium ersetzt. Es folgte die Transfektion der 

Zellen mit Lipofectamin 2000 und mit den Plasmiden PAR2-Myc-DKK, ALK5-HA 

sowie pcDNA3 (Leervektor) nach folgendem Schema:   

 

Panc-1-Zellen Lipofectamin 

2000 

PAR2-Myc-

DKK+pcDNA3 

ALK5-

HA+pcDNA3 

PAR2-Myc-DKK 

+  ALK5-HA 

TGF-β1 für 30 

Minuten 

2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 

TGF-β1 für 60 

Minuten 

2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 2 ∙ 106 Zellen 

Tab. 9: Die Panc-1-Zellen wurden mit in der Tabelle angegebener Anzahl entweder lediglich mit 

Lipofectamin (Kontrolle), mit PAR2-my-DKK+pcDNA3, ALK5-HA+pcDNA3 oder in Kombination mit 

PAR2-Myc-DKK und ALK5-HA transfiziert. Anschließend erfolgte für die Hälfte der Zellen eine 

Behandlung mit TGF-β1 für entweder 30 oder 60 Minuten 

 

Die Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben des Lipofectamins 2000 (Life 

Technologies) und nach dem Vorgehen laut Punkt 3.3. Es wurden 30 µg Plasmid-

DNS verwendet pro 75 cm² Polystyrolflasche. Die Panc1-Zellen jeweils einer 

Flasche mit gleicher Transfektion wurden entweder für 30 oder 60 Minuten mit 5 

ng/ml TGF-β1 behandelt.  
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Anschließend wurden nach Absaugen des Mediums und Spülung mit gekühltem 

PBS 2 ml vom Lysepuffer aus dem MicroBead Kit (MACS Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach) in jede Polystyrolflasche gegeben, die daraufhin in einem Eisbecken 

gekühlt wurden. Nach Platzierung der Flaschen in einen Kühlschrank bei  

-80°C für 15 Minuten sowie anschließender Zentrifugation und Pipettierung des 

Überstandes in ein anderes Eppendorfgefäß, erfolgte die Hinzugabe der 

Antikörper mit MicroBeads gegen das Myc-Peptid von PAR2-Myc-DKK laut 

Herstellerangaben von MACS Miltenyi Biotec in 1 ml der Zellsuspension. Die 

weiteren Schritte wurden entsprechend der Herstellerangaben befolgt und die 

Zellsuspension über die Säulen gegeben, die wiederum in einer Halterung mit 

einem starken Magnetfeld platziert wurden. Anschließend wurde der Lysepuffer, 

der eine Abspaltung der Antikörper von den MicroBeads bewirkt und je nach 

vorherigem Transfektionsschema der einzelnen Panc1-Zellen auch PAR2-Myc-

DKK enthalten kann, in einem Eppendorfgefäß aufgefangen.  Dieser Vorgang 

erfolgte mit den Zellsuspensionen jeder Polystyrolflasche. Daraufhin erfolgte eine 

Proteinkonzentrationsbestimmung laut Punkt 3.4.2.1 und im Anschluss die 

Durchführung der Elektrophorese laut Punkt 3.4.3. Nach dem Transferieren der 

Proteine auf eine PVDF-Membran und anschließendem Blocken mit TBST und 5 

%-Magermilch (siehe Punkt 3.4.4), erfolgte nach dreimaliger Spülung mit TBST 

die Inkubation der Blots mit dem Primär-Antikörper anti-ALK5 (V22, Santa Cruz 

Biotechnology, Heidelberg). Nach erneut dreimaliger Spülung mit TBST erfolgte 

die Inkubation mit dem Sekundärantikörper und Streptactin. Anschließend erfolgte 

die Auswertung der Western Blots.  

Nach Lysierung der Zellen in den Polystyrolflaschen und anschließender 

Zentrifugation wurde ein Teil der Zellsuspension nach Proteinbestimmung ohne 

Co-Immunpräzipitation durch Elektrophorese aufgetrennt. Nach Transferieren der 

Proteine in gleicher Probenanordnung auf zwei SDS-Membranen und 

anschließend PVDF-Membranen, erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper 

anti-Myc auf einer PVDF-Membran sowie die Inkubation mit ALK5-Antikörper auf 

der anderen PVDF-Membran. Die Behandlung mit dem Antikörper anti-Myc dient 

zum direkten Nachweis einer erfolgreichen Überexpression vom Tag-Protein Myc 

im Lysat und gleichzeitig dem indirekten Nachweis von PAR2. Die Behandlung 

des anderen Blots mit dem ALK5-Antikörper dient dem Nachweis einer 

erfolgreichen Überexpression von ALK5-HA im Lysat.  
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3.8 Statistische Auswertung 

 

3.8.1 Arithmetisches Mittel 

 

Bei der Auswertung der Studienergebnisse fand als basale statistische 

Zusammenfassung der Mittelwert (x̅) Anwendung. Dieser ergibt sich als Summe 

aller Einzelergebnisse (xn) einer gleichen Behandlungsart und dividiert durch die 

Anzahl der Einzelergebnisse (n).  

     

x̅ =
 𝑥1+ 𝑥2+ 𝑥𝑛 

𝑛
 

 
Da es bei den Einzelergebnissen teilweise zu großen Abweichungen kommt, wird 

zusätzlich die Standardabweichung angegeben (Schöwe und Knapp, 2010)  

 

 
3.8.2 Varianz und Standardabweichung 

 

Zur Berechnung der Standardabweichung (s2) muss zunächst die Varrianz 

berechnet werden. Die Varianz stellt dar, wie weit die Zahlenwerte (xn) vom 

Mittelwert (x̅) abweichen. Als Maß der Abweichung wird das Quadrat des Abstands 

zum Mittelwert angenommen.   

s2 = ∑(𝑥𝑛 − 𝑥̅)²

𝑛

𝑖=𝑛

 

Die Standardabweichung (s) stellt die positive Wurzel aus der Varianz dar. Der 

Vorteil in der Betrachtung der Standardabweichung liegt im Vergleich zur Varianz 

darin, dass sie die gleiche Einheit wie die in der Studie bestimmten Zahlenwerte 

aufweist. Hiermit wird die Homogenität bzw. Heterogenität der erhobenen Daten 

dargestellt (Weiß, 2013; Harms, 2012; Schöwe und Knapp, 2010). 

𝑠 =  √𝑠2  = √
1

𝑛
∑ (𝑥𝑛 −  𝑥 ̅)²

𝑛

𝑖=𝑛
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3.8.3 Signifikanzberechnung 

Mit Hilfe des T-tests wird überprüft, ob die erhobenen Ergebnisse einer Studie als 

statistisch signifikant gelten oder eher auf Zufall beruhen. Der Test gibt an, ob die 

definierte Nullhypothese oder die Alternativhypothese angenommen wird. Hierbei 

gibt er keine Auskünfte über die Ursache oder Konsequenz, sondern lediglich über 

die statistische Signifikanz. Vor einem Signifikanztest wird das Signifikanzniveau 

(α-Wert) festgelegt, welches die Wahrscheinlichkeit wiedergibt, einen α-Fehler zu 

begehen. Das Signifikanzniveau gibt damit die maximale Wahrscheinlichkeit an, 

eine richtige Nullhypothese fälschlicherweise abzulehnen. Für die Berechnung der 

Signifikanz wird ein Signifikanzniveau von α = 0,05 festgelegt. Mit Hilfe des T-

Tests konnte mit Microsoft Excel und der erhobenen Daten der p-Wert berechnet 

werden.  Dieser Wert quantifiziert die Wahrscheinlichkeit, dass das erhobene 

Messergebnis oder ein noch extremerer Wert bestimmt wird, wenn die 

Nullhypothese zutrifft (Weiß, 2013; Schöwe und Knapp, 2010). Als signifikant 

gelten P-Werte < 0,05. Es wurde generell ein zweiseitiger t-Test durchgeführt. In 

den Diagrammen im Ergebnisteil 4.2.1 bis 4.2.3 werden Signifikanzen 

folgendermaßen dargestellt: 

* ≙ 0,05 ≥ p ≥ 0,01 

** ≙ 0,01 > p ≥ 0,001 

*** ≙ p > 0,001 

3.8.4 Bioinformatorische Beratung 

 

Im Rahmen der Durchführung der Versuche in unserer Arbeitsgruppe erfolgte die 

Inanspruchnahme einer bioinformatorischen Beratung im Institut für Medizinische 

Biometrie und Statistik der Universität zu Lübeck.  
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Auswirkung einer Depletion von PAR2- und ALK5-Protein auf die TGF-

β1-induzierte Smad-Phosphorylierung 

 

Der Versuch ist, wie in den Punkten 3.3 bis 3.4.7 beschrieben, durchgeführt 

worden. 

Die zwei Zelllinien Panc-1 und HaCaT wurden zu je 4x105 Zellen in 6-Loch Platten 

eingesät und nach folgendem Schema transfiziert: 

 

Zelllinie - LFA 

RNAimax 

Negative 

Kontroll 

siRNA 

ALK5-

siRNA 

PAR2- 

siRNA 

Panc-1 2 (+/- 

TGF-β1) 

 2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

HaCaT 2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

2 (+/- 

TGF-β1) 

Tab. 10: Transfektionsschema der siRNA: Es wurden jeweils 2 Lochkammern der Zelllinien 

HaCaT- und Panc-1-Zellen nach obigem Transfektionsschema behandelt und mit oder ohne TGF-

β1 für eine Stunde behandelt: „-“ ≙ keine Transfektion; LFA RNAimax ≙ nur Lipofectamin RNAimax 

ohne siRNA; sonstige Transfektion der Zellen nach Überschrift                                                        

 

Transfiziert wurden die Zelllinien Panc-1 und HaCaT mit den oben angegebenen 

siRNAs. Anschließend wurde durch die Bestimmung der phosphorylierten Smad2- 

und Smad3-Proteine relativ zur Menge an Gesamt-Smad2/3-Proteine mittels 

Westernblot der Effekt einer PAR2- bzw. ALK5-Depletion untersucht.    
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Abb. 12:  Panc-1-Zelllinie: Nach Transfektion und Inkubation der Hälfte der Zellen mit TGF-β1 für 1 

Stunde erfolgte die Bestimmung der C-terminalen Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 im 

Western Blot. Der Nachweis des entsprechenden Gesamt-Smad Proteins (total-Smad) und von -

Actin diente als Kontrolle für eine gleichmäßige Beladung aller Taschen. Die Grafik unter den 

Western Blots zeigt die Ergebnisse einer densitometrischen Auswertung der einzelnen Banden im 

Vergleich zum β-Actin (phospho-Smad2/ β-Actin bzw. phospho-Smad3/ β-Actin). Die Abbildung 

zeigt einen Versuch, der repräsentativ für vier unabhängige Experimente ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

densitome-
trische 
Bandenaus- 
wertung 
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Abb. 13: HaCaT-Zelllinie: Nach Transfektion und Inkubation der Hälfte der Zellen mit TGF-β1 für 1 

Stunde erfolgte die Bestimmung der C-terminalen Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 im 

Western Blot. Der Nachweis des entsprechenden Gesamt-Smad2 Proteins (Smad2) und von -

Actin (beta-actin) diente als Kontrolle für eine gleichmäßige Beladung aller Spuren. Die Grafik unter 

den Western Blots zeigt die Ergebnisse einer densitometrischen Auswertung der einzelnen Banden 

im Vergleich zum β-Actin (phospho-Smad2/ β-Actin bzw. phospho-Smad3/ β-Actin). Die Abbildung 

zeigt einen Versuch, der repräsentativ für vier unabhängige Experimente ist.  

M = Molekulargewichtsmarker 

 

Es wurde zum Vergleich β-Actin im Westernblot bestimmt, das als 

Zytoskelettprotein nicht an diesem intrazellulären Signalweg beteiligt ist, in der 

Zelle ubiquitär vorkommt und nicht durch TGF-β1 reguliert wird. Es diente als 

Beladungskontrolle.        

Sowohl bei den Panc-1-Tumorzellen als auch bei den HaCaT-Zellen wurde eine 

Fraktion der Zellen ohne Transfektionsagenz und ohne siRNA („-“) bzw. nur mit 

Transfektionsagenz aber ohne siRNA („LFA“) behandelt (siehe Abb. 11 und 12). 

Nach einer einstündigen Inkubation mit TGF-β1 war anhand der Bandenintensität 

erkennbar, dass es zu einer C-terminalen Phosphorylierung von Smad2 und 

Smad3 gekommen war.  

Eine weitere Fraktion der Panc-1-Zelllinie wurde mit einer negativen Kontroll-

siRNA (s. Abb. 3.1) transfiziert, die zu keiner bekannten mRNA komplementär ist. 

densitometrische 
Bandenaus- 
wertung 

TGF-β1 [1h] 
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Auch in dieser Gruppe erkennt man bei den mit TGF-β1 behandelten Zellen eine 

Zunahme der Phosphorylierung beider Smad-Proteine.   

Bei den mit ALK5-siRNA transfizierten Panc-1 Zellen ist nach Inkubation mit TGF-

β1 eine erhebliche Reduktion des Signals für phosphoryliertes Smad2 und 3 

erkennbar, was auf eine verminderte Phosphorylierung hindeutet, da die Menge 

von unphosphorylierten (≙ Gesamt-) Smad2 und 3 unverändert war. Bei den mit 

PAR2-siRNA transfizierten Panc-1 Zellen kam es ebenfalls nach TGF-β1 

Inkubation zu einer deutlich niedrigeren Signalstärke der Banden.    

 

Die Zelllinie HaCaT wies ebenfalls eine deutliche Steigerung der Signalstärke der 

Banden nach TGF-β1 Behandlung der untransfizierten Zellen sowie der 

Transfektionskontrollen auf (siehe Abb. 12, „-“, „LFA“ und „siCo“). Die Bande der 

mit ALK5-siRNA transfizierten Zellen wies ein schwächeres 

Phosphorylierungssignal auf als die Kontrollen und zwar sowohl bei Smad2 als 

auch bei Smad3.  

Bei der Beurteilung der Bande von HaCaT-Zellen mit transfizierter PAR2-siRNA 

zeigte sich eine deutlich verminderte Signalstärke von phosphorylierten Smad2 

und Smad3. Die Abhängigkeit der Smad-Phosphorylierung in beiden Zelllinien von 

der Expression von PAR2 ist somit deutlich erkennbar und könnte somit eine 

erhebliche Bedeutung in der TGF-1 Signaltransduktion besitzen. 

 

4.2 Auswirkung einer Depletion von PAR2 und ALK5 auf die TGF-β1-

induzierte Transkriptionsaktivität von TGF-β1/Smad-abhängigen 

Reportergenen 

 

Nachdem unter 4.1 gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von Smad2 und 

Smad3 durch TGF-1 als Folge der PAR2 Depletion reduziert oder ganz 

verlorengegangen war, wurde im folgenden Versuch überprüft, ob sich die 

gestörte Smad-Aktivierung funktionell in einer Störung der TGF-1/Smad-

abhängigen Aktivierung der Transkription niederschlägt. Dazu wurden Panc-1-

Zellen mit den TGF-β1/Smad-empfindlichen Reporterplasmiden p6SBE-luc bzw. 

p(CAGA)12-MLP-luc transfiziert und zusammen mit dem nicht-regulierten pRL-TK-

luc Plasmid als Transfektionskontrolle.  
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Zusätzlich wurden die Zellfraktionen noch mit den folgenden siRNAs transfiziert 

(der Versuch wurde, wie unter Punkt 3.3 beschrieben, durchgeführt): 

 

                        p6SBE-luc                                                      p(CAGA)12-MLP-luc 

Nur Medium „-“ Nur Medium „-“ 

Negative Kontroll siRNA Negative Kontroll siRNA 

PAR2 siRNA PAR2 siRNA 

ALK5 siRNA ALK5 siRNA 

Tab. 11: Transfektionsschema der Panc-1-Zelllinie 

 

Anschließend erfolgte eine TGF-β1 Inkubation der Zellen mit TGF-β1 (5 ng/ml) für 

24 Stunden. Wenn die TGF-β1-induzierte intrazelluläre Signalkaskade keine 

Störung erfährt, so kommt es über eine Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 

und nachfolgender Bindung an Smad4 zu einem Transkriptionsfaktorkomplex, der 

nach Bindung an ein Smad-binding element (SBE) in der DNS der beiden 

Reportergene zu deren transkriptioneller Aktivierung führt. Als Reportergen 

enthalten beide Plasmide das Gen für das Enzym Luziferase des Glühwürmchens, 

dessen Aktivität mit Hilfe des Dual Luciferase Assay Systems (Promega, 

Heidelberg) luminometrisch detektiert werden kann.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14: Luziferase-Aktivität nach Transfektion von Panc-1 Zellen mit p6SBE-luc/pRL-TK-luc und 

den aufgeführten siRNAs mit nachfolgender TGF-β1-Inkubation für 24 Stunden. Dargestellt ist die 

x-fache Induktion der Luziferaseaktivität durch TGF-β1 über die zugehörige unstimulierte Kontrolle. 

Die Abbildung zeigt einen Versuch, der repräsentativ für fünf unabhängige Experimente ist.   
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Die erste Säule stellte als Kontrolle eine Transfektion lediglich mit dem p6SBE-

luc/pRL-TK-luc dar (ohne siRNA). Man konnte eine hohe Aktivität der Luziferase 

erkennen. Eine ebenfalls hohe Aktivität zeigte sich bei der transfizierten negativen 

Kontroll-siRNA. Bei einer Transfektion von PAR2-siRNA zeigte sich eine deutliche 

Aktivitätsabnahme der TGF-β1-induzierten Luziferaseaktivität. Bei einer ALK5 

Hemmung über ALK5-siRNA konnte ähnlich wie bei PAR2 Inhibition über siRNA 

eine deutliche Reduktion der durch TGF-β1 induzierten Luziferase-Aktivität 

nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15: Luziferase-Aktivität nach Transfektion von Panc-1 Zellen mit p(CAGA)12-MLP-luc 

(pCAGA-luc) sowie pRL-TK-luc und den aufgeführten siRNAs mit nachfolgender TGF-β1-

Inkubation für 24 Stunden. Dargestellt sind die x-fache Induktion der Luziferaseaktivität durch TGF-

1 über die zugehörige unstimulierte Kontrolle. Die Abbildung zeigt einen Versuch, der 

repräsentativ für fünf unabhängige Experimente ist. 

 

Bei der Transfektion des Plasmids p(CAGA)12-MLP-luc und der entsprechenden 

siRNAs kam es ebenfalls zu charakteristischen Regulationseffekten. In den 

Zellfraktionen ohne siRNA und mit negativer Kontroll-siRNA zeigte sich erneut 

eine deutliche Aktivitätszunahme der Luziferaseaktivität durch TGF-1. Im 

Gegensatz dazu war bei der Transfektion von PAR2-siRNA sowie ALK5-siRNA die 

Luziferaseaktivität deutlich reduziert.   

Zusammenfassend kann man feststellen, dass PAR2 und ALK5 in Panc-1 Zellen 

eine erhebliche Bedeutung bei der TGF-1-vermittelten Transkriptionsaktivität 

haben.  
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4.3 Auswirkung einer Depletion von PAR2 und ALK5 Protein auf den TGF-β1-

induzierten Proliferationsarrest 

 

Nachdem in den vorherigen Versuchen die zellulären Effekte einer Inhibition der 

PAR2- und ALK5-Expression untersucht wurde, werden in dieser Versuchsreihe 

die quantitativen Auswirkungen auf eine onkologisch sehr relevante Zellantwort 

auf TGF-1 untersucht, nämlich der Suppression der Proliferation von 

Tumorzellen. Dieser Versuch wurde mit den Zelllinien Panc-1, HaCaT und 

HMEEC durchgeführt (siehe Punkt 3.5), nach folgendem Schema transfiziert 

sowie für 24 Stunden mit TGF-β1 (5 ng/ml) behandelt:  

   

Zelllinie Negative 

Kontroll- 

siRNA 

PAR2-

siRNA 

ALK5-

siRNA 

Panc-1 2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

HaCaT 2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

HMEEC 2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

2 (+/-   

TGF-β1) 

Tab. 12: Transfektionsschema der Zelllinien Panc-1, HaCaT und HMEEC mit Anzahl der 

Lochkammern einer identisch transfizierten Zellfraktion (jeweils eine mit und ohne TGF-β1 

Inkubation für 24 Stunden)  
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4.3.1 Proliferationsinhibitionsversuch der Zelllinie Panc-1 

 

 

Abb. 16: Zelllinie Panc-1: Nach Transfektion und Inkubation der Hälfte der Zellen mit TGF-β1 für 24 

Stunden erfolgte die Zellzählung mit dem Zellzählgerät Cedes XS (Roche). Im Durchschnitt 

erfolgten sechs Zählungen pro behandelte Zellen (Mittelwert ± Standardabweichung s. Tabelle).                         

Signifikanz (bezogen auf die negative Kontroll-siRNA): * ≙ 0,05 ≥ p ≥ 0,01; ** ≙ 0,01 > p ≥ 0,001; 

*** ≙ p > 0,001 

 

         

 

 

 

 

 

Tab. 13: Zellzählung von Panc-1 nach Transfektion und Inkubation mit TGF-β1 für 24 Stunden, hier 

sind die Mittelwerte aus 6 Zählungen pro Transfektion mit Standardabweichung (SA) dargestellt. 

 

Man erkennt eine deutliche Proliferationshemmung der Panc-1-Tumorzellen bei 

der Begutachtung der negativen Kontroll-siRNA (24,58%) bei der Behandlung mit 

TGF-β1 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Bei diesen Kontroll-Zellen 

wurden keine siRNAs transfiziert, die in die intrazelluläre Signalkaskade von PAR2 

und ALK5 eingreifen. Wie im Punkt 1.3.4 beschrieben, bewirkt TGF-β1 hier eine 

Proliferationsinhibition. Bei der Transfektion mit ALK5-siRNA gab es keinen 

inhibitorischen Effekt mehr.  
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Im Gegenteil kam es paradoxerweise zu einer Zunahme der Zellzahl um 13,33% 

gegenüber den nicht TGFβ1-inkubierten Zellen (berechnete Signifikanz: ALK5-

siRNA ohne TGF-β1: 7,43846 ∙ 10-8, ALK5-siRNA mit TGF-β1: 9,4032 ∙ 10-13).  

Bei PAR2-Inhibition der Panc-1-Zellen mit PAR2-siRNA kam es zu einer 

Reduktion der Zellzahl um lediglich 5,50%. Hierbei zeigt sich, dass TGF-β1 ohne 

PAR2 Expression offenbar keine Proliferationshemmung ausüben kann 

(berechnete Signifikanz PAR2-siRNA ohne TGF-β1: 3,3740 · 10-3, PAR2-siRNA 

mit TGF-β1: 3,2891 · 10-2). 

 

4.3.2 Proliferationinhibitionsversuch der Zelllinie HaCaT 

 

 

Abb. 17: Zelllinie HaCaT: Nach Transfektion und Inkubation der Hälfte der Zellen mit TGF-β1 für 24 

Stunden erfolgte die Zellzählung mit dem Zellzählgerät Cedes XS (Roche). Im Durchschnitt 

erfolgten sechs Zählungen pro behandelte Zellen (Mittelwert ± Standardabweichung s. Tabelle).         

Signifikanz (bezogen auf die negative Kontroll-siRNA): * ≙ 0,05 ≥ p ≥ 0,01; ** ≙ 0,01 > p ≥ 0,001; 

*** ≙ p > 0,001 
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Tab. 14: Zelllinie HaCaT: nach Transfektion und Inkubation mit TGF-β1, hier sind die   

Mittelwerte aus 6 Zählungen pro Transfektion mit Standardabweichung (SA) dargestellt 

 

Bei der Analyse der Zelllinie HaCaT erkennt man wie in Panc-1 Zellen bei den 

negativen Kontroll-Zellen mit TGF-β1 Inkubation eine Abnahme der Proliferation 

von 43,94%. Bei einer Blockierung von ALK5 durch ALK5-siRNA erkennt man, 

dass TGF-β1 keine statistisch signifikante Reduktion der Zellzahl bewirkt 

(berechnete Signifikanz ALK5-siRNA ohne TGF-β1: 3,39399 ∙ 10-6, ALK5-siRNA 

mit TGF-β1: 1,1542 · 10-2). Beim „Silencing“ von PAR2 durch PAR2-siRNA war 

zwar eine starke Reduktion der Zellzahl in TGF-β1-behandelten und 

unbehandelten Zellen zu erkennen, jedoch war der hemmende Effekt von TGF-β1 

nicht mehr vorhanden (berechnete Signifikanz: PAR2-siRNA ohne TGF-β1: 

2,80012 ∙ 10-7, PAR2-siRNA mit TGF-β1 6,54047 ∙ 10-5). Zusammenfassend weist 

dieses Resultat darauf hin, dass PAR2 auch für die TGF-β1 vermittelte 

Zellproliferationshemmung bei der Zelllinie HaCaT von Bedeutung ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mittelwert ± SA 
Zellzahl·105 ohne 
TGF-β1 

Mittelwert ± SA 
Zellzahl·105 mit 
TGF-β1 

Zellzunahme(+) 
bzw. -abnahme  
(-) in % 

Negative Kontroll-
siRNA 8,33 ± 0,95 4,67 ± 0,78 -43,94 

ALK5-siRNA 2,27 ± 0,99 2,07 ± 1,91 -11,01 

PAR-2-siRNA 1,45 ± 0,23 2,25 ± 0,74 +55,17 
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4.3.3 Proliferationsinhibitionsversuch der Zelllinie HMEEC 

 

 

Abb. 18: Zelllinie HMEEC: Nach Transfektion und Inkubation der Hälfte der Zellen mit TGF-β1 für 

24 Stunden erfolgte die Zellzählung mit dem Zellzählgerät Cedes XS (Roche). Im Durchschnitt 

erfolgten sechs Zählungen pro behandelte Zellen (Mittelwert mit Standardabweichung s. Tabelle).        

Signifikanz (bezogen auf die negative Kontroll-siRNA): * ≙ 0,05 ≥ p ≥ 0,01; ** ≙ 0,01 > p ≥ 0,001; 

*** ≙ p > 0,001 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 15: Zelllinie HMEEC: nach Transfektion und Inkubation mit TGF-β1, hier sind die   

Mittelwerte aus 6 Zählungen pro Transfektion mit Standardabweichung (SA) dargestellt 

 

Bei der Untersuchung der Zelllinie HMEEC konnte man bei Zellen, die mit 

negativer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, eine Verminderung der 

Proliferationsrate um 83,55% erkennen. Bei der Betrachtung der Wirkung einer 

Deletion des PAR2 Proteins bei der Zelllinie HMEEC zeigte sich eine deutliche 

Verminderung der Zellproliferationsinhibition durch TGF-β1 gegenüber der 

Kontrolle (berechnete Signifikanz: PAR2-siRNA ohne TGF-β1 4,2550 ∙ 10-6, 

PAR2-siRNA mit TGF-β1: 6,0656 · 10-4).  
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Wie erwartet, kam es bei der Inhibition von ALK5 über ALK5-siRNA zu einer stark 

verminderten Proliferationshemmung (31,24%, berechnete Signifikanz: ALK5-

siRNA ohne TGF-β1: 3,6347 ∙ 10-4, ALK5-siRNA mit TGF-β1 1,2981 ∙ 10-5). 

Insgesamt kam es jedoch zu einer deutlichen Zellzahlvermehrung der Zellen bei 

ALK5 Inhibition im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Dies bedeutet, dass 

ALK5 in dieser Zelllinie zwar für die TGF-β1 induzierte Proliferationsinhibition eine 

wesentliche Bedeutung einnimmt, die basale Proliferationsrate aber zu hemmen 

scheint (siehe Diskussion).  

 

Zusammenfassend kann man zu den Ergebnissen mit den HMEEC feststellen, 

dass auch für diese Zellen PAR2 eine wesentliche Komponente der TGF-β1 

induzierten Proliferationshemmung darstellt.  

 

4.4  Die Untersuchung der Art der Interaktion von PAR2 mit ALK5 

 

Der Versuch wurde, wie unter Punkt 3.7 beschrieben, durchgeführt. In den 

vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Depletion von PAR2 bzw. 

ALK5 zu ähnlichen Veränderungen führte und zwar zu einer Hemmung von TGF-

β1-abhängiger Smad-Aktivierung und Proliferationsinhibition. Das könnte ein 

Hinweis darauf sein, dass beide Rezeptoren funktionell miteinander interagieren. 

Im folgenden Versuch soll nun in Panc-1-Zellen untersucht werden, ob es eine 

direkte physische Interaktion beider Proteine gibt.  

Diese wurden mit verschiedenen Plasmiden nach folgendem Schema transfiziert: 

 

 

Behandlung 

Lipofectamin 

2000 

PAR2-myc-

DKK+pcDNA3 

ALK5-

HA+pcDNA3 

PAR2-myc-

DKK+ALK5-HA 

30 Min. TGF-

β1 

1·106 Zellen 1·106 Zellen 1·106 Zellen 1·106 Zellen 

60 Min. TGF-

β1 

1·106 Zellen 1·106 Zellen 1·106 Zellen 1·106 Zellen 

Tab. 16: Transfektionsschema der Zelllinie Panc-1. Es wurden gleiche Mengen an Gesamt-DNS 

durch Auffüllung mit Leervektor (pcDNA3) transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion erfolgte die 

Inkubation mit TGF-β1 für die Hälfte der transfizierten Zellen für 30 Minuten und für die andere 

Hälfte für 60 Minuten.   
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Durch die Transfektion der Zellen mit den Plasmiden kam es zu einer 

Überexpression der entsprechenden Proteine in der Zelle. An den 

überexprimierten Proteinen befinden sich sogenannte „tags“, welche aus einer 

kleinen Peptidstruktur bestehen und für die spätere Anreicherung im Rahmen der 

Co-Immunpräzipitation notwendig sind. In der Co-Immunpräzipitation banden 

Antikörper, welche dem Zelllysat hinzugefügt wurden und sich mit ihrem Fab-

Anteil gegen den „tag“-Anteil der Fusionsproteine richteten, mit ihrem am Fc-Anteil 

gebundenen magnetischen „bead“ an den Magneten der Säule. Anschließend 

erfolgte die Trennung der „tag“-Proteine von dem Antikörper und das jeweilige 

Protein konnte in einem Eppendorfgefäß isoliert werden. Dieses Verfahren dient 

zur Isolation und Aufkonzentrierung von Proteinen aus einem Zelllysat, in welchem 

das Protein lediglich in einer geringen Konzentration enthalten ist.     
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Abb.19: (a) Westernblot der Zelllysate ohne Co-Immunpräzipitation: Der linke Westernblot wurde 

mit dem Primärantikörper anti-myc und der rechte mit anti-ALK5 inkubiert. M = 

Molekulargewichtsmarker, WB = Westernblot 

(b) oben: Darstellung eines Westernblots mit ALK5 (Primärantikörper: anti-ALK5) nach vorheriger 

Co-Immunpräzipitation von ektop exprimiertem PAR2 Protein mittels anti-Myc-Antikörper 

unten: Darstellung eines Westernblots mit dem „tag“-Protein (Rrimärantikörper: anti-myc). M = 

Molekulargewichtsmarker, WB = Westernblot, IP = Co-Immunpräzipitation 

Die Abbildung zeigt einen Versuch, der repräsentativ für vier unabhängige Experimente ist. 

 

Nachdem im Rahmen einer Co-Immunpräzipitation das Protein PAR2-myc-DKK 

isoliert werden konnte, wurde anschließend ein ALK5-Antikörper im Westernblot 

verwendet.  

Nach der Behandlung des Blots mit dem ALK5-Antikörper erhält man nur dann ein 

Signal, wenn eine direkte oder indirekte physische Interaktion zwischen dem 

isolierten PAR2-myc-DKK und ALK5-HA besteht und beide aus diesem Grund 

zuvor ko-präzipitiert werden konnten.  
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In den Kontrollen (Lipofectamin 2000 alleine, nur PAR2-Myc-DKK oder nur ALK5-

HA mit jeweils Leervektor) konnten keine Signale nachgewiesen werden, 

unabhängig davon, ob die Zellen mit TGF-β1 für 30 oder 60 Minuten stimuliert 

worden waren.  

Die Zellen, die lediglich mit dem Plasmid PAR2-Myc-DKK transfiziert wurden, 

zeigten nach Behandlung mit dem ALK5-Antikörper im Westernblot mit und ohne 

TGF-β1-Inkubation keine Signale, da ALK5 nicht über Plasmidtransfektion 

überexprimiert wurde und der endogene Anteil von ALK5 zur Signaldarstellung 

quantitativ nicht ausreicht. Die Panc1-Zellen, die mit dem Plasmid ALK5-HA 

transfiziert wurden, zeigten ebenfalls keine Signale, da im Rahmen der Co-

Immunpräzipitation lediglich das Protein PAR2-myc-DKK isoliert werden konnte, 

welches in dieser Zellfraktion nicht transfiziert wurde. Aus diesem Grund konnte im 

Westernblot auch keine Darstellung von Signalen nach Behandlung mit ALK5-

Antikörpern erfolgen. Nur die Zellfraktion, die sowohl mit dem Plasmid PAR2-Myc-

DKK als auch mit ALK5-HA transfiziert wurde, wies deutliche Banden auf. Hierbei 

konnte nach Isolierung des Proteins PAR2-Myc-DKK durch Co-Immunpräzipitation 

erfolgreich das Protein ALK5-HA durch Antikörperbehandlung im Westernblot 

nachgewiesen werden. Daraus lässt sich der Schluss ziehen, dass eine physische 

Interaktion von PAR2 mit ALK5 im Zelllysat vorhanden sein musste. 

Um den Nachweis zu erbringen, dass auch direkt nach Lyse und vor der Co-

Immunpräzipitation der Zellen ALK5-HA und PAR2-myc-DKK ausreichend im 

Zelllysat vorhanden waren, erfolgte der Nachweis mit anti-myc-Antikörper und 

anti-ALK5-Antikörper in einem gesondertem Western Blot (siehe Abb. 18 (a)). 

Dieser Nachweis konnte durch eine deutliche Bandendarstellung erbracht werden.  
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5 Diskussion 

 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas` ist eine hochmaligne 

Tumorerkrankung mit einer oft infausten Prognose. In den westlichen Ländern 

belegt es aufgrund der hohen Mortalitätsrate Platz vier in der Rangliste der 

häufigsten Krebstodesursachen (Jemal et al., 2013). In Deutschland erkranken 

jährlich etwa 16.000 Menschen an einem duktalen Pankreaskarzinom 

(Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister Deutschland e.V., Robert Koch 

Institut, 2015). Die Diagnosestellung des Tumors erfolgt meist in einem Stadium 

der Metastasierung, so dass therapeutische Behandlungsmaßnahmen bei einer 5 

Jahres-Überlebensrate von weniger als 5% sehr eingeschränkt sind (Schneider et 

al., 2005). Aus diesem Grund ist es von erheblicher Bedeutung, neue biologische 

und zielgerichtete Strategien zur Behandlung dieser Tumorentität zu entwickeln, 

auch weil diese sich durch eine geringe Chemosensitivität bzw. erhöhte 

Chemoresistenzentwicklung auszeichnet (Nakano et al., 2007). 

 

Sowohl PAR2 als auch TGF-β1 haben unterschiedlich physiologische und 

pathophysiologische Funktionen im Zellstoffwechsel. In fortgeschrittenen Stadien 

der Tumorprogression fördern sie beide das Wachstum des Primärtumors, die 

Proliferation von Tumorzellen (Iwaki et al., 2008; Shimamoto et al., 2004) sowie 

deren Migration, Invasion und Metastasierung (Jaber et al., 2014; Kaufmann et al., 

2009; Su et al., 2009; Morris et al., 2006; Shi et al., 2004; Ge et al., 2004; Hjortoe 

et al., 2004). Erste Hinweise für eine funktionelle Kooperation zwischen den PAR-

Proteinen und dem TGF-β-Signalweg kamen von Burch und Mitarbeitern, die nach 

einer ex vivo Behandlung von glatten Gefäßmuskelzellen mit Thrombin eine 

Transaktivierung von ALK5 durch PAR1 mit anschließender Phosphorylierung der 

Smad-Proteine sowie eine erhöhte Proteoglykansynthese beobachteten (Burch et 

al., 2010). 

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass nach einer 

Inhibition der PAR2 Expression mittels siRNA die durch TGF-β1 induzierte 

Phosphorylierung des C-Terminus von Smad2 und Smad3 sowohl in 

Pankreaskarzinom-Zellen als auch in der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT drastisch 

reduziert war.  
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Es wurde somit die Hypothese aufgestellt, dass das Vorliegen von PAR2-Protein 

in der Zelle essentiell für die Aktivierung des TGF-β1 Signalwegs ist.  

In den Reportergen-Assays ließen sich die Auswirkungen einer Transfektion der 

Zellen mit PAR2- oder ALK5-siRNA nicht nur biochemisch, sondern auch 

funktionell auf die durch TGF-β1/Smad induzierte Gentranskription nachweisen. 

Es kam nach Inhibition beider Proteine in Panc-1-Zellen zu einer Reduktion der 

Luziferaseaktivität der Reporter-Gene p(CAGA)12-MLP-luc und p6SBE-luc. Dieses 

Ergebnis passt gut zu Daten von Dennler und Kollegen, die eine erhöhte Smad3C-

Abhängigkeit des p(CAGA)12-MLP-luc Reportergens nachgewiesen haben 

(Dennler et al., 1998). Dieser Versuch unterstreicht die große Bedeutung von 

PAR2 sowie ALK5 für die TGF-β1-abhängige Smad2/3-Phosphorylierung und die 

daraus resultierenden Veränderungen in der Aktivität von TGF-β1 responsiven 

Genen in Pankreastumorzellen.  

 

In weiteren Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass in Panc-1- und 

HaCaT-Zellen die Zellzahl in TGF-β1-behandelten Kulturen nach einer Depletion 

sowohl von PAR2 als auch ALK5 über siRNA relativ zur nicht-TGF-1-

behandelten Kontrolle nicht mehr geringer war, also die TGF-1-induzierte 

Proliferationsinhibition vermindert oder völlig aufgehoben war. Dies ist in den 

meisten Zellen auf eine verminderte Bildung von phosphoryliertem Smad3C 

zurückzuführen (Kretschmer et al., 2003). PAR2 scheint zusätzlich für die 

Biosynthese des Cyclin-abhängigen Kinase Inhibitors (CDK-Inhibitor) p21WAF1 

erforderlich zu sein, da bei einer PAR2 Depletion die TGF-β1-Induktion dieses 

CDK-Inhibitors sowohl in Panc1- als auch in HaCaT-Zellen im Western Blot nicht 

nachgewiesen werden konnte (Daten aus der AG Ungefroren, in dieser Arbeit 

nicht dargestellt). So ist bei einer PAR2-Depletion und der daraus resultierenden 

Wirkung auf den Verlust der Proliferationsinhibition der Tumorzellen vermutlich auf 

eine verminderte Expression von p21WAF1 (Gartel und Radhakrishnan, 2005) 

zurückzuführen. In Panc1-Zellen mit ALK5 Depletion zeigte sich sowohl in 

unbehandelten als auch in TGF-β1-behandelten Zellen eine paradoxe Zunahme 

der Zellproliferation im Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen.  
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Dieses Phänomen ist wahrscheinlich eine Folge der Aufhebung der unter 

Zellkulturbedingungen ablaufenden, autokrinen, über TGF- und ALK5 

vermittelten Wachstumsinhibition der Zellen (Ungeforen et al., 2011).  

 

TGF-β1 fördert die EMT und die Bildung von extrazellulären Matrixproteinen. Bei 

Panc-1-Zellen kommt es nach Behandlung mit TGF-β1 zu einer 

Herunterregulation von Genen für epitheliale Marker und einer Hochregulation von 

Genen, die für mesenchymale Marker und extrazelluläre Matrixproteine kodieren 

(Ungefroren et al, 2011). In einem früheren Experiment unserer Arbeitsgruppe 

konnte nach Inhibition von ALK5 durch den spezifischen Inhibitor SB431542 die 

morphologischen Veränderungen, die die Zellen bei der TGF-β1-induzierten EMT 

durchlaufen, verhindert werden (Ungefroren et al., 2011). Ferner konnte unsere 

Arbeitsgruppe in Panc-1-Zellen zeigen, dass nach einer PAR2-Depletion die TGF-

1-induzierte Expression der Matrix-Metalloproteinasen (MMP)-2 und MMP-9 

sowie des EMT-assoziierten Transkriptionsfaktors Slug reduziert war. Da EMT 

eine Voraussetzung für die Migration und Invasion von Tumorzellen darstellt, ist 

die Bedeutung von PAR2 und ALK5 auch für die Motilität von 

Pankreastumorzellen klar ersichtlich. Eine weiterführende Abklärung ist 

Gegenstand aktueller Forschung in der Arbeitsgruppe.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung von PAR2 Protein mittels RNA 

Interferenz inhibiert. Ein Nachweis der reduzierten Proteinmenge im Western Blot 

war wegen des Fehlens Western Blot-tauglicher Antikörper leider nicht möglich, 

wurde aber mittels Durchflusszytometrie von einer Mitarbeiterin der AG 

Ungefroren erbracht. Um auch in positiver Weise zu zeigen, dass die Reduktion 

des Proteins (und nicht der mRNA) für die beobachteten Effekte verantwortlich ist, 

wurde zusätzlich eine ektope Überexpression von PAR2 in Panc-1-Zellen 

vorgenommen und die so veränderten Zellen im Luziferaseassay untersucht. Wie 

erwartet, zeigte sich, dass die TGF-β1-vermittelte transkriptionelle Aktivität auf das 

Reportergen p(CAGA)12-MLP-luc bei einer Überexpression von PAR2 im Vergleich 

zu Panc-1-Zellen, die mit einer Leervektor-Kontrolle transfiziert worden waren, 

erhöht war.  

PAR2 ist ein Oberflächenprotein und seine Funktion wird durch Gq/G12/13 oder 

über β-Arrestin vermittelt (Ramachandran et al., 2011 und Soh et al., 2010).  
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Wie bereits zu Beginn der Diskussion erwähnt, stellt sich die Frage, ob PAR2 für 

seine Fähigkeit, TGF-β1-vermittelte Antworten zu fördern, eine Signaltransduktion 

machen muss.  

Aus weiteren Versuchen unserer AG mit GB88, einem PAR2-spezifischen 

pharmakologischen Inhibitor, gab es Hinweise darauf, dass eine Aktivierung von 

PAR2 mit einer nachfolgenden Freisetzung von intrazellulärem Kalzium dafür nicht 

notwendig ist. Dafür spricht auch die Beobachtung, dass eine gleichzeitige 

Applikation von TGF-β1 und dem PAR2-agonistischen Peptid (AP) keine 

zusätzliche Phosphorylierung von Smad2 und -3 in Panc1-Zellen hervorrufen 

konnte im Vergleich zu einer Einzelbehandlung mit TGF-β1, während sich in 

Colo357-Zellen lediglich ein sehr geringer Effekt nachweisen ließ 

(unveröffentlichte Daten).  

Bei einer Betrachtung des Migrationsverhaltens der Tumorzellen bei einer 

gleichzeitigen Behandlung mit TGF-β1 und PAR2-AP zeigte sich hingegen ein 

additiver Effekt im Vergleich zu einer Einzelbehandlung der Tumorzellen 

(unveröffentlichte Daten). Wenn jedoch eine gleichzeitige Hemmung von PAR2 

und ALK5 erfolgte, so kann kein zusätzlicher oder synergistischer Hemmeffekt bei 

einer TGF-β1-induzierten Aktivierung der Smad2 oder -3 Proteine gesehen 

werden (Zeeh et al., 2016). Auch diese Beobachtung weist darauf hin, dass PAR2 

und ALK5 beide zu demselben Signalweg gehören und somit auch gemeinsam an 

der Tumorprogression beteiligt sind. 

In dieser Dissertation konnte in einem Versuch über die Methode der Co-

Immunpräzipitation nachgewiesen werden, dass bei einer spezifischen 

Präzipitation von transfiziertem PAR2-myc-DKK Fusionsprotein mittels eines 

gegen das myc-Peptid gerichteten Antikörpers nachfolgend im Westernblot auch 

ALK5 detektiert werden konnte. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass 

eine physische Interaktion beider Proteine vorhanden sein muss. Es ist denkbar, 

dass PAR2 und ALK5 einen Rezeptorkomplex bilden und PAR2 die Kinaseaktivität 

von ALK5, die Ligandenbindung oder die TGF-β1-Rezeptor-Dichte an der 

Zelloberfläche kontrolliert. Eine weitere Theorie wäre, dass PAR2 in der 

Glykosylierung und dem anterograden Transport der TGF-β1-Rezeptoren von den 

intrazellulären Speichern an die Zelloberfläche involviert ist. In dem Fall bedeutet 

dies, dass PAR2-siRNA die Expression von TβRII und/oder ALK5 an der 

Zelloberfläche reduzieren würde.  
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In einer vor kurzem veröffentlichten Arbeit konnte gezeigt werden, dass PAR2 den 

anterograden Transport, die Glykosylierung, die Expression von 

Oberflächenproteinen und die Signalbildung von PAR4 fördert (Cunningham et al., 

2012). Dieser Ablauf erfolgt nur durch eine physische Interaktion zwischen PAR2 

und PAR4. Daher ist die Erkenntnis aus dieser Arbeit über die physische 

Interaktion von PAR2 und ALK5 von potentieller Bedeutung für die Erklärung des 

Wirkmechansimus‘. In einer Arbeit mit HEK293T-Zellen von Rallabhandi und 

Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass PAR2 auch mit TLR4 interagiert 

(Rallabhandi et al., 2008). Interessant ist in diesem Zusammenhang der Befund, 

dass TβRII und ALK5 beide eine N-Glykosylierung aufweisen (Kim et al., 2012 und 

Wang et al., 2005) und dass eine N-Glykosylierung sowohl für eine Bindung von 

TGF-β1 an TβRII als auch für die weitere Signaltransduktion notwendig ist (Kim et 

al., 2012).  

Neue Ergebnisse aus der AG Ungefroren, die nach Abschluss des praktischen 

Teils dieser Arbeit gewonnen wurden, zeigen, dass PAR2 die ALK5-

Proteinexpression stimuliert und somit die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber 

TGF-β1 sicherstellt (Zeeh et al., 2016). Ob die Förderung der ALK5-

Proteinexpression auf Ebene der mRNA, z. B. über eine gesteigerte Transkription, 

über einen verlangsamten Abbau oder auf Proteinebene durch eine Hemmung 

des ubiquitin-vermittelten Abbaus stattfindet, ist Gegenstand aktueller Forschung 

in der Arbeitsgruppe. Da die Veränderung der ALK5-Expression ein wichtiges 

Regulativ ist, über den die Tumorzellen ihre Sensitivität gegenüber TGF-1 

modulieren können, sitzt PAR2 an einem zentralen Punkt der TGF-1 

Signalkaskade. Wie in dieser Arbeit gezeigt, kann PAR2 über die Förderung der 

ALK5-Expression onkogene Funktionen von TGF-β1 durch eine vermehrte 

Phosphorylierung der Smad-Proteine verstärken. Dabei könnte zusätzlich auch 

noch ein anderer Mechanismus beteiligt sein, der über eine physische Interaktion 

zwischen PAR2 und ALK5 wirkt.  

 

Eine Blockade der Interaktion zwischen ALK5 und PAR2 könnte einen neuen und 

innovativen Ansatz in der Therapie des duktalen Pankreaskarzinoms darstellen, 

der darauf abzielt, die kanzerogenen Funktionen von TGF-β1 zu limitieren.  
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In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. B. Rauch (Universität Greifswald) 

wurde gefunden, dass in primären glatten Muskelzellen der Aorta von PAR2 

knockout Mäusen die TGF-β1-induzierte Induktion von plasminogen activator-

inhibitor type I (PAI-I) deutlich reduziert war. Mit diesem Versuch konnte auch 

gezeigt werden, dass die PAR2-ALK5 Interaktion wahrscheinlich auch in vivo und 

in nicht-transformierten Zellen von Bedeutung ist (Zeeh et al., 2016). Diese 

Erkenntnis besitzt auch Relevanz für die Pathophysiologie von Erkrankungen 

anderer Gewebe, beispielsweise bei der Entwicklung von Gefäßthrombosen, 

fibroproliferativen Erkrankungen, Arteriosklerose und Fibrosen von Lunge, Leber 

sowie Niere.  

Die Resultate dieser Arbeit bilden die Grundlage für weiterführende Studien. So 

wäre es von großem Interesse, zu überprüfen, wie sich eine PAR2 Depletion in 

den Tumorzellen auf die Tumorbildung in vivo auswirkt. Das könnte in einem 

orthotopen Xenotransplantationsmodell für das Pankreaskarzinom untersucht 

werden. Zusätzlich könnten weitere Studien zur Interaktion von PAR2 und ALK5 in 

anderen Tumorentitäten, wie z.B. dem Mammakarzinom, oder der 

Pathophysiologie der Lungen-, Leber- und Nierenfibrose erfolgen. 
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6 Zusammenfassung 

 

Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) wird aufgrund unspezifischer 

Symptome meist erst spät und im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, in dem 

es bereits metastasiert ist und deshalb eine extrem schlechte Prognose hat. In 

dieser Arbeit lag der Fokus der Untersuchungen auf der Analyse der Interaktion von 

TGF-1 und seines Typ I Rezeptors ALK5 einerseits sowie des G-Protein-

gekoppelten Rezeptors PAR2 andererseits. Durch eine Inhibition der Expression 

von PAR2 (und ALK5 als Kontrolle) mittels siRNA in PDAC-abgeleiteten Zelllinien 

und in Keratinozyten-Zelllinien konnte die TGF-β1-induzierte C-terminale 

Phosphorylierung und damit Aktivierung der Proteine Smad2 und Smad3 

unterbunden werden. In weiteren Versuchen wurde die Auswirkung einer zellulären 

PAR2 Depletion auf die durch Smad2/3 vermittelte Aktivierung der Transkription in 

Reportergenassays analysiert. Dabei konnte nach Transfektion von 

Reportergenplasmiden in Panc-1-Zellen eine deutlich verminderte 

Luziferaseaktivität als Zeichen einer verminderten Transkriptionsaktivität und 

folglich einer verminderten Bildung des Luziferaseproteins detektiert werden. In 

Versuchen zur TGF- Regulation der Proliferation in Panc-1-Zellen zeigte sich nach 

Inkubation der Zellen mit TGF-β1 eine deutliche Proliferationsinhibition, die nach 

einer siRNA-vermittelten Hemmung von PAR2 und ALK5 fast komplett aufgehoben 

war, was auf die bedeutende Funktion von PAR2 und ALK5 bei der Vermittlung des 

Proliferationsarrestes hinweist. Der Nachweis einer direkten physischen Interaktion 

von PAR2 und ALK5 konnte nach ektoper Überexpression von PAR2-myc-DKK und 

ALK5-HA Fusionsproteinen durch Co-Immunpräzipitation aus Panc-1 Zellen und 

dem anschließenden Nachweis von ALK5 im Western Blot erbracht werden. 

Allerdings ist die physiologische Relevanz der PAR2-ALK5 Interaktion gegenwärtig 

noch unklar. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage 

für ein neues, innovatives und biologisch orientiertes Therapiekonzept für das 

metastasierte PDAC. 
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