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Referat 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt die häufigste maligne 

Neoplasie der exokrinen Bauchspeicheldrüse dar. Eine wichtige Rolle in der 

Pathophysiologie der Erkrankung spielen unter anderem Veränderungen in der 

TGF-β-Signalkaskade; so zeigt beispielsweise das inhibitorische Protein Smad7 eine 

erhöhte Expression in PDAC-Geweben bei gleichzeitig gesteigerter Tumorgenität. Das 

Ziel dieser Arbeit war daher, den Einfluss von Smad7 auf die Pathophysiologie des 

PDAC sowie seine Interaktion mit anderen Signalkaskaden und Proteinen zu 

untersuchen. Zunächst konnte im eigenen Patientenkollektiv eine deutlich erhöhte 

Expression von Smad7 in PDAC-Geweben im Vergleich zu nicht-pathologisch 

veränderten Pankreasgeweben und Geweben mit chronischer Pankreatitis auf 

mRNA- sowie Proteinebene gezeigt werden. Zur Untersuchung von Genen, die mit 

Smad7 interagieren, erfolgte eine in-silico-Analyse der 169 Patientengewebeproben 

umfassenden Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie mit Hilfe des cBioPortals. Aufgrund 

ihrer mit SMAD7 signifikant korrelierenden mRNA-Spiegeln wurden die Gene CASP7, 

CDC25A, E2F8, MAP3K3, MAPK3, PDPK1, STAT5A, TP53BP1 und VEGFB weiter 

analysiert. Im eigenen Patientenkollektiv zeigten CASP7, CDC25A, MAP3K3, MAPK3, 

TP53BP1 und VEGFB eine signifikant mit SMAD7 korrelierte Genexpression. Weiterhin 

erfolgte der Nachweis einer konstanten Smad7-Expression auf RNA- und Proteinebene 

in den humanen PDAC-Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 und PANC-1. Der zur weiteren 

funktionellen Analyse durchgeführte Smad7-Knockdown mittels RNA-Interferenz hatte 

in allen untersuchten Zelllinien eine signifikant verminderte Smad7-Expression auf 

RNA- und Proteinebene zur Folge. Dies führte zu einer geringeren mRNA-Expression 

von TGFBR1 in den Zelllinien BxPC-3 und PANC-1 sowie von SMAD2, SMAD4, AKT1 

und RHOA in der Zelllinie PANC-1. Bei den, durch das cBioPortal identifizierten Genen, 

zeigte sich eine verminderte mRNA-Expression von MAP3K3 in der Zelllinie BxPC-3, 

PDPK1 und TP53BP1 in BxPC-3 und PANC-1 sowie TP53 in PANC-1. Anschließend 

wurde der Einfluss einer TGF-β1-Stimulation und der Inkubation mit dem MEK1/2-

Inhibitor U0126 auf die Zelllinie PANC-1 untersucht. Hier zeigte sich nach alleiniger 

Stimulation mit TGF-β1 eine erhöhte TGFBR1-mRNA-Expression und nach Kombination 

von TGF-β1 und U0126 eine Reduktion der MAPK3-mRNA-Expression. 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit neben dem inhibitorischen Effekt von Smad7 

auf die Expression von Smad2 und Smad4 auch der Einfluss auf die Expression weiterer 

Schlüsselgene wie MAP3K3, PDPK1, TP53 und TP53BP1 nachgewiesen werden. 

Zawallich, Inga Lisa: Charakterisierung der Rolle von Smad7 bei der Entstehung und Entwicklung 
des Pankreaskarzinoms, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2024
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1 

1 Einleitung 

1.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas 

Mit 95 % ist das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) das am häufigsten 

auftretende Malignom der Bauchspeicheldrüse. Seltener ist das Auftreten von 

endokrinen Tumoren, zystischen Tumoren, azinären Tumoren oder anderen Entitäten. 

Obwohl in den letzten Jahrzehnten intensiv an der Pathogenese und Therapie des 

Pankreaskarzinoms geforscht wurde, fehlen nach wie vor valide Tumormarker und 

Therapiemöglichkeiten, die ein langfristiges und krankheitsfreies Überleben 

ermöglichen [1]. 

1.1.1 Epidemiologie 

Maligne Erkrankungen der Bauchspeicheldrüse sind mit circa 18.600 Neuerkrankungen 

in Deutschland im Jahr 2017 selten. Aufgrund der ungünstigen Prognose entsprechen 

Inzidenz und Mortalität einander nahezu. Das mittlere Erkrankungsalter beträgt bei 

Frauen 76 Jahre und bei Männern 72 Jahre [2]. Die altersstandardisierte 

Erkrankungs- und Sterberate zeigt seit den 1990er Jahren auch aufgrund der 

demographischen Entwicklung einen leichten Anstieg. Infolge unspezifischer Symptome 

wie Gewichtsverlust, Oberbauchschmerzen und Inappetenz wird das PDAC häufig erst 

in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Daher betrug die relative 

5-Jahres-Überlebensrate im Jahr 2017 bei beiden Geschlechtern lediglich 9 %. Damit ist 

das PDAC sowohl bei Frauen und als auch bei Männern die vierthäufigste 

karzinombedingte Todesursache [2]. 

1.1.2 Pathogenese und Karzinogenese 

Das derzeitige Verständnis der Pathogenese des duktalen Pankreaskarzinoms basiert 

auf einem Progressionsmodell, nach dem sequenzielle Akkumulationen genetischer 

Aberrationen zur Umwandlung duktaler Epithelzellen über präkanzeröse Vorstufen, wie 

die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN), in ein invasives und 

metastasierendes Karzinom führt [3]. Die Klassifikation der PanINs erfolgt in einem 

zweistufigen System in geringgradige (low grade, ehemals PanIN 1A, 1B, 2) sowie 

hochgradige PanIN (high grade PanIN, ehemals PanIN 3), die durch eine Anhäufung 

genetischer Mutationen und morphologischer Veränderungen charakterisiert sind [4]. 

Das high grade PanIN stellt ein Carcinoma in situ dar [4]. Als weitere präkanzeröse 

Läsionen des invasiven pankreatischen duktalen Adenokarzinoms gelten die 

muzinös-zystische Neoplasie (MCN), die intraduktale papilläre muzinöse Neoplasie 

(IPMN) und die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN) [3]. Häufige bekannte 
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Mutationen betreffen das KRAS-(Kirsten Rat Sarcoma-)Onkogen, sowie TP53, SMAD4, 

CDKN2A und andere Tumorsuppressorgene [5]. Die TGF-β-Signalkaskade unterliegt 

ebenfalls Veränderungen, die zu einem Verlust der antiproliferativen Wirkung von TGF-β 

sowie zur Überexpression aller drei TGF-β-Isoformen führen [6]. 

1.1.3 Risikofaktoren 

Bei 10 % der an einem PDAC erkrankten Patienten liegt eine familiäre Vorbelastung mit 

Pankreastumoren vor, z. B. im Rahmen eines familiären Pankreaskarzinoms (FPC) [7]. 

Verschiedene hereditäre Syndrome erhöhen das Risiko, an einem Pankreastumor zu 

erkranken, teilweise erheblich. Dazu gehört das Peutz-Jeghers-Syndrom, bei dem eine 

Mutation der Serin-Threonin-Kinase (STK) 11 zu einem 132-fach erhöhten Risiko führt, 

an einem PDAC zu erkranken [8]. Weitere hereditäre Syndrome, die mit einer erhöhten 

Inzidenz von Pankreaskarzinomen einhergehen, sind das hereditäre nicht-polyposis-

assoziierte kolorektale Karzinom (HNPCC) und das familiäre atypische multiple 

Muttermal- und Melanom-Syndrom (FAMMM) [9]. Auch Keimbahnmutationen 

verschiedener Gene, darunter BRCA1, BRCA2 und PALB-2, erhöhen ebenfalls das 

Risiko an einem PDAC zu erkranken [9]. Ein weiterer gesicherter Risikofaktor ist die 

chronische Pankreatitis (CP). Hierzu gehört zum einen die hereditäre CP mit Mutationen 

z. B. des PRSS1-Gens oder des CTFR-Gens bei zystischer Fibrose, zum anderen die 

mit starkem Alkoholabusus assoziierte CP [10,11]. Unter den modifizierbaren 

Risikofaktoren gelten vor allem aktives und passives Rauchen, starkes Übergewicht und 

Diabetes mellitus Typ 2 als gesichert [12]. Auch die Exposition gegenüber Pestiziden, 

Fungiziden und Herbiziden wird als möglicher Risikofaktor diskutiert [13]. 

1.1.4 Klinik 

Das Pankreaskarzinom ist durch das Fehlen spezifischer Frühsymptome 

gekennzeichnet. Unspezifische Beschwerden, wie epigastrische Schmerzen, 

Appetitlosigkeit, Völlegefühl und Gewichtsverlust treten erst im fortgeschrittenen 

Stadium auf. Tumoren im Bereich des Pankreaskopfes können zu einem 

Verschlussikterus mit einer tastbar vergrößerten Gallenblase (Courvoisier-Zeichen) 

führen. Die Metastasierung kann unter anderem zum Auftreten von Knochenschmerzen 

bei Skelettmetastasen sowie zu Husten und Dyspnoe bei Lungenmetastasen führen. Im 

Rahmen einer Lebermetastasierung kann es zu Leberinsuffizienz, Ikterus und Aszites 

kommen [14]. 
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1.1.5 Diagnostik 

Die Diagnostik sollte gemäß den Empfehlungen der S3-Leitlinie „Exokrines 

Pankreaskarzinom“ in der Fassung von 2021 erfolgen, die als Erstdiagnostik bei neu 

aufgetretenen Symptomen und Verdacht auf ein Pankreaskarzinom, die Anamnese und 

körperliche Untersuchung empfiehlt. Als bildgebende Verfahren werden die Sonographie 

des Abdomens als Methode der ersten Wahl und bei unklaren Befunden eine 

Computertomographie (CT) des Abdomens mit Kontrastmittel zur Primärdiagnostik 

empfohlen. Vor einer geplanten Operation sollte eine CT des Oberbauches und des 

Thorax sowie eine Endosonographie der Pankreasregion als Ausbreitungsdiagnostik 

durchgeführt werden. Zusätzlich wird eine Magnetresonanztomographie der Leber mit 

Diffusionswichtung empfohlen, um eventuell vorhandene, aber in der CT des Abdomens 

nicht diagnostizierte Lebermetastasen zu identifizieren. Ergänzend sollte vor einer 

geplanten Operation eine Bestimmung der Tumormarker CA19-9 (Carbohydrat-

Antigen 19-9) und CEA (Carcinoembryonales Antigen) im peripheren Blut für ein 

späteres Follow-up durchgeführt werden. Aufgrund der mangelnden Spezifität der 

Tumormarker für das Pankreaskarzinom sind diese für ein Screening nicht geeignet [15]. 

Die Klassifikation des Pankreaskarzinoms erfolgt gemäß den TNM-Kriterien und der 

Stadieneinteilung der 8. Auflage der Union for International Cancer Control (UICC) [16]. 

1.1.6 Therapie 

Aufgrund der unspezifischen Symptome des Pankreaskarzinoms weisen zum Zeitpunkt 

der Erstdiagnose nur 15 – 20 Prozent der Patienten einen resektablen Tumor auf. Bei 

der Mehrzahl der Patienten (60 – 70 %) liegt dagegen eine primär metastasierte 

Erkrankung vor [17]. Die Therapie umfasst im Rahmen eines kurativen Ansatzes die 

radikale chirurgische Resektion mit dem Ziel einer R0-Resektion [15]. 

Zu den operativen Möglichkeiten für Patienten mit Pankreaskopfkarzinom gehören die 

partielle Duodenopankreatektomie nach Whipple-Kausch sowie die pyloruserhaltende 

partielle Duodenopankreatektomie nach Traverso-Longmire [18]. Bei weiterer 

Ausdehnung des Karzinoms in Richtung des Pankreaskorpus kann eine totale 

Pankreatektomie notwendig sein [19]. Tumoren im Bereich des Pankreaskorpus werden 

mittels einer totalen Duodenopankreatektomie oder einer subtotalen 

Pankreaslinksresektion behandelt [20]. Letztere kann bei Tumoren im Pankreasschwanz 

um eine Splenektomie erweitert werden [21]. Die Rate der R0-Resektionen schwankt 

zwischen < 20 und > 80 %, was u. a. auf eine unzureichend standardisierte 

histopathologische Klassifikation zurückzuführen ist [22].  Eine adjuvante 

Chemotherapie ist nach erfolgter R0- bis R1-Resektion indiziert und verlängert das 

krankheitsfreie Überleben sowie das Gesamtüberleben [23]. Hierfür stehen in 
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Abhängigkeit vom Allgemeinzustand des Patienten verschiedene Therapieprotokolle zur 

Verfügung. Bei Patienten mit einem sehr gutem Allgemeinzustand (Eastern Cooperative 

Oncology Group (ECOG) 0 – 1) kann ein modifiziertes FOLFIRINOX-Schema 

(mFOLFIRINOX), bestehend aus Folinsäure, 5-Fluoruracil, Irinotecan und Oxaliplatin, 

eingesetzt werden [24]. Als eine therapeutische Alternative kann eine Monotherapie mit 

Gemcitabin oder eine Chemotherapie mit 5-Fluoruracil/Folinsäure bei Patienten mit 

einem schlechteren Allgemeinzustand (ECOG ≥ 2) oder Kontraindikationen gegen eine 

Therapie mit mFOLFIRINOX durchgeführt werden [25]. Auch beim lokal 

fortgeschrittenen Pankreaskarzinom sollte nach neoadjuvanter Therapie eine Resektion 

als Therapieziel angestrebt werden. Bei Vorliegen von Fernmetastasen oder eines 

inoperablen Tumors führt eine Chemotherapie mit Gemcitabin zu einer Verlängerung der 

Überlebenszeit und einer Verbesserung der Lebensqualität [26]. 

1.1.7 Prognose 

Bei Patienten mit einem PDAC beträgt das mediane Überleben nach einer Operation mit 

R0-Resektion ca. 19 Monate, nach R1-Resektion vermindert sich dieses auf 

ca. 14 Monate [27]. Postoperativ liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei 10 – 20 % [28]. 

Der Lymphknotenstatus ist neben dem Resektionsstatus und dem Staging einer der 

wichtigsten Prognoseparameter [29]. 

1.2 Der Transforming Growth Factor β 

Das multifunktionelle Zytokin Transforming Growth Factor β (TGF-β) besitzt vielfältige 

Funktionen im Rahmen der Embryonalentwicklung, der Differenzierung und Adhärenz 

von Geweben und Zellen sowie in der Zellmotilität und Apoptose [30]. 

Die TGF-β-Familie besteht bei Säugetieren aus drei verschiedenen Isoformen: TGF-β1, 

TGF-β2 und TGF-β3 [31]. In TGF-β-Knockout-Mäusen konnten verschiedene 

Funktionen dieser Zytokine nachgewiesen werden, so spielt TGF-β1 eine wichtige Rolle 

bei fibrotischen Erkrankungen. Weiterhin wurde in TGF-β1-Knockout-Mäusen eine 

starke Immundefizienz beobachtet [32]. Als weiteres Zytokin der TGF-β-Familie spielt 

TGF-β2 eine wichtige Rolle in der kardialen, pulmonalen und urogenitalen 

Organogenese [33]. TGF-β3 ist bedeutsam für die Lungenentwicklung und zur 

Verhinderung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten [34,35]. Alle TGF-β-Isoformen sind 

hoch konserviert und bis auf wenige bereits erwähnte Ausnahmen in ihrer Wirkung 

ähnlich [36]. Darüber hinaus sind derzeit mehr als vierzig weitere Wachstumsfaktoren 

der TGF-β-Familie mit ähnlicher Struktur bekannt [37]. Hierzu zählen u. a. die Bone 

Morphongenic Proteins (BMPs), Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Growth and 

Differentiation Factors, GDF), Activine sowie Inactivine [30]. 
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1.2.1 Funktionen des Transforming Growth Factor β 

TGF-β spielt, mit seinen zum Teil gegensätzlichen Funktionen, in einer Vielzahl von 

physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine entscheidende Rolle [38]. 

Die erste Beschreibung erfolgte durch Roberts et al. 1981, die eine TGF-β-abhängige 

Stimulation von Fibroblasten während des Nierenwachstums in der Embryogenese 

nachweisen konnten [39]. TGF-β hat auch einen wichtigen Einfluss auf andere 

Entwicklungen in dieser Phase. Dies zeigte sich anhand von TGF-β-Knockout-Mäusen, 

die aufgrund schwerwiegender kardialer und pulmonaler Inflammationsprozesse früh 

verstarben [40]. Ebenfalls fördert TGF-β durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen 

die Zellproliferation und -differenzierung von mesenchymalen Stammzellen [41]. Die 

Sekretion des Zytokins erfolgt abhängig vom Stadium der Embryogenese sowie der 

Zelldifferenzierung [42,43]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass TGF-β eine zentrale 

Rolle bei der Wundheilung durch Fibroblasten-induzierte Kollagensynthese und 

Neoangiogenese spielt [44]. TGF-β hat zudem einen wichtigen Einfluss auf die Funktion 

und Homöostase des Immunsystems durch Hemmung der T-Zellproliferation und 

Förderung der T-Zell-Differenzierung sowie der T-Zelltoleranz [45]. Als Inhibitor der 

Zellproliferation ist TGF-β außerdem ein wirksamer Tumorsuppressor, kann jedoch 

durch Anpassungsprozesse der Zellen während der Tumorgenese auch zur 

Wachstumsförderung und Verminderung der Immunabwehr beitragen [46,47]. 

1.2.2 Aktivierung des Transforming Growth Factor β 

TGF-β wird in fast allen Zellen als biologisch inaktives Vorläuferprotein, bestehend aus 

dem Zytokin und einer Prodomäne, gebildet [48]. Nach Spaltung des 

Prodomänen-Zytokin-Komplexes im Golgi-Apparat erfolgt die Sekretion in den 

Extrazellulärraum [48]. Dort kann zwischen dem freiem TGF-β als aktive Form und dem 

inaktivem TGF-β, welches an das Latency Associated Peptide (LAP) gebunden ist und 

somit den small inactive complex bildet, unterschieden werden [49]. In der 

extrazellulären Matrix ist der small inactive complex an das Latent TGF-β-binding 

Protein (LTBP) gebunden, welches für die Sekretion und Speicherung von TGF-β 

notwendig ist [50]. Die Aktivierung des LAP-gebundenen TGF-β erfolgt über 

verschiedene Mechanismen. So sind verschiedene Proteasen der Extrazellulärmembran 

wie Integrin, Plasmin und Thrombospondin in der Lage das LAP abzuspalten [51–53]. 

1.2.3 Smad-Proteine als intrazelluläre Signalmoleküle des TGF-β-Signalweges 

Die Smad-Proteine stellen als Transkriptionsfaktoren die Signalmediatoren des 

TGF-β-Signalweges dar. Diese intrazellulären Proteine wurden erstmals in der Taufliege 

Drosophila melanogaster identifiziert und als Mother Against Decapentaplegic (MAD) 
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bezeichnet [54]. Zusammen mit der Genbezeichnung des Proteins small body 

size (SMA) des Fadenwurms Caenorhabditis elegans resultierte die Bezeichnung 

Smad [55]. Bei Vertebraten wurden bisher neun verschiedene Smad-Proteine 

beschrieben, die ubiquitär in embryonalen und adulten Zellen exprimiert werden [56,57]. 

Aufgrund ihrer Rezeptorspezifität sind jedoch nicht alle Smad-Proteine an der 

zytoplasmatischen Signaltransduktion von TGF-β beteiligt [58]. 

Die Smad-Proteine werden nach ihrer Funktion in drei verschiedene Klassen unterteilt. 

Zur Klasse der rezeptorregulierten Smads (R-Smads) gehören Smad2 und Smad3, die 

direkt vom Transforming-Growth-Factor-β-Rezeptor 1 (TGF-βR1) phosphoryliert und 

aktiviert werden. Eine weitere Klasse bildet das common mediator Smad4 (Co-Smad4), 

das mit den aktivierten R-Smads am TGF-βR1 einen Komplex bildet. Die dritte Klasse 

umfasst die inhibitorischen Smads 6 und 7 (I-Smads 6 und 7) [59]. Diese sind in der Lage 

die TGF-β-Signalkaskade durch eine kompetitive Verdrängung der Co-Smads aus dem 

Smad-Komplex zu unterbrechen [60]. Weitere Inhibitionsmechanismen sind die 

Hemmung der R-Smad-Phosphorylierung sowie eine direkte Interaktion der I-Smads mit 

dem TGF-βR1 [60,61]. Die Aktivierung der inhibitorischen Smads erfolgt im Sinne einer 

negativen Rückkopplung bei Aktivierung der TGF-β-Signalkaskade. Darüber hinaus sind 

auch andere Wachstumsfaktoren wie Interferon-γ und NF-κB in der Lage, die I-Smads 

zu aktivieren [62,63]. 

Die Smad-abhängige Transduktion des TGF-β-Signals erfolgt durch die Bindung von 

TGF-β an den TGF-β-Rezeptor 2, was zur Bildung eines transmembranären Komplexes 

mit dem TGF-β-Rezeptor 1 und dessen intrazellulärem katalytischen Zentrum führt [60]. 

Anschließend erfolgt die Aktivierung der R-Smads Smad2 und Smad3 durch den 

TGF-βR1 mittels Phosphorylierung. Daraufhin erfolgt die Bindung von Smad4 an die 

R-Smads und die Translokation des heteromeren Komplexes in den Nukleus. Dort wird 

die Transkription der TGF-β-spezifischen Zielgene initiiert [64]. 

Neben TGF-β können auch andere Kinasen wie die Mitogen-aktivierte 

Proteinkinasen (MAP-Kinasen) und die Proteinkinase C (PKC) die Smad-Proteine durch 

eine Phosphorylierung aktivieren [65,66]. Diese Phosphorylierung findet an der mad 

homology 2-(MH2-)Domäne des C-terminalen Endes der Proteine statt, welche die 

Aktivierungsdomäne der inaktiven Smads darstellt [67]. Als funktionelle Einheit der 

Smads ermöglicht die N-terminal lokalisierte MH1-Domäne die Translokation der 

Proteine in den Nukleus und die Bindung an verschiedene Transkriptionsfaktoren [68]. 

Zwischen der MH1- und der MH2-Domäne befindet sich die so genannte 

„Linker“-Region, die eine MAP-Kinase enthält. Diese kann die Akkumulation der Smads 

im Nukleus durch Phosphorylierung inhibieren [69]. 
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1.2.4 Smad-unabhängige Signaltransduktion von TGF-β 

Der aktivierte TGF-β-Rezeptorkomplex kann parallel zum Smad-abhängigen 

(kanonischen) TGFβ-Signalweg auch direkt mit anderen Signalmolekülen interagieren 

und so auch Smad-unabhängig (nicht-kanonisch) TGFβ-Signale weiterleiten [70,71]. Zu 

diesen nicht-kanonischen Signalwegen gehören u. a. die MAPK- und die Extracellular-

signal Regulated Kinase (ERK-)Signalkaskade sowie die c-Jun-N-terminale 

Kinase (JNK) und die Rho-(ras homologue-)GTPasen [72,73]. 

Zwei Zielgene des nicht-kanonischen TGF-β-Signalweges wurden im Rahmen dieser 

Arbeit in silico analysiert. Dazu gehört zum einen die Rho-GTPase RHOA (ras homolog 

gene family member A). Diese übt wichtige Funktionen unter anderem in der Regulation 

der Zellteilung, Zelladhäsion und Zellmigration sowie in der Onkogenese aus [74]. Zum 

anderen wurde die Serin/Threonin-Kinase Proteinkinase B (PKB) analysiert. Bei der 

untersuchten Unterform handelt es sich um AKT1 (PKBα). Diese reguliert zahlreiche 

zelluläre Prozesse, wie Proliferation, Zellwachstum und Zelltod [75]. 

1.2.5 Rolle von TGF-β in der Karzinogenese 

TGF-β spielt nicht nur bei physiologischen Prozessen, sondern auch bei der Entstehung 

von Karzinomen eine wichtige Rolle. Das komplexe Verhalten von TGF-β in Karzinomen 

wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt. So kann TGF-β in Abhängigkeit vom 

Stadium der Karzinogenese einerseits als Tumorsuppressor und andererseits als 

Onkogen wirken [76]. Die tumorsupprimierende Wirkung von TGF-β zeigt sich in unter 

anderem in einem antiproliferativen Effekt auf Epithelzellen sowie in einer Verminderung 

des Tumorwachstums und einer Induktion der Apoptose durch die Inhibition von 

Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) [77,78]. Weiterhin konnte eine Verminderung der 

Expression des Proto-Onkogens c-myc durch TGF-β nachgewiesen werden [79]. 

Mutationen in der TGF-β-Signalkaskade einschließlich der Smads führen zu einer 

onkogenen Wirkung von TGF-β, die bei einer Vielzahl von Karzinomen mit einem 

verstärktem Tumorwachstum und Metastasierung einhergeht [80]. Auch scheint TGF-β 

in der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) als Voraussetzung für die Migration 

von Tumorzellen und die Metastasierung eines Karzinoms eine zentrale Rolle zu 

spielen [81,82]. Des Weiteren kann TGF-β die Neoangiogenese von Tumoren fördern, 

indem es die Sekretion des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) aus 

Endothelzellen induziert, wodurch Epithelzellen zur Invasion und Migration angeregt 

werden [83]. Darüber hinaus unterstützt TGF-β die Tumorprogression durch eine 

Hemmung der spezifischen Immunantwort in Form einer Inhibition von Neutrophilen, 

T-Zellen und natürlichen Killerzellen [47,84,85]. In Abhängigkeit vom Stadium der 
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Karzinogenese kann TGF-β somit über autokrine und parakrine Metabolite sowohl als 

Tumorsuppressor als auch als Tumorpromotor wirken [86,87]. 

1.2.6 Rolle von TGF-β in der Karzinogenese des PDAC 

Bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas konnte eine Expression von TGF-β und 

TGF-β-Rezeptoren sowohl in Karzinomzellen als auch in Stromazellen nachgewiesen 

werden [88]. Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen der TGF-β-Expression, dem 

Tumorstadium sowie einer verminderten Überlebenszeit festgestellt werden [6]. 

In-vitro-Experimente konnten zudem einen Anstieg der VEGF- und 

TGF-β1-Konzentrationen in Tumorzellen nach Stimulation mit TGF-β1 zeigen [89]. 

1.3 Das inhibitorische Smad7 

Das auf Chromosom 18 lokalisierte inhibitorische Smad7 wurde zuerst in Endothelzellen 

als TGF-β-Suppressor nachgewiesen und spielt durch die Inhibition der 

TGF-β-Signalkaskade eine zentrale Rolle in vielen physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen [90]. 

1.3.1 Aufbau und strukturelle Besonderheiten von Smad7 

Wie die anderen Smads besitzt auch Smad7 eine MH2-Domäne, über welche die 

Bindung des Smads an den TGF-βR1 sowie an die Desoxyribonukleinsäure (DNA) im 

Nukleus erfolgt [91]. Im Gegensatz zu den R-Smads fehlt hier jedoch das C-terminal 

lokalisierte Ser-Ser-Val/Met-Ser-(SSXS-)Motiv, als Ziel der Rezeptor-vermittelten 

Phosphorylierung, wodurch Smad7 ein negativer Regulator des TGF-β-Signalweges 

darstellt [60]. Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Smad-Familie ist die 

MH1-Domäne von Smad7 am N-terminalen Ende stark verkürzt und hat daher nur wenig 

Ähnlichkeit mit den MH1-Domänen der R-Smads [92]. Über dieses N-terminale Ende 

kann eine Bindung an die MH2-Domäne eines weiteren Smad7-Proteins erfolgen, 

wodurch der inhibitorische Effekt des Smad7/MH2-Komplexes am TGF-βR1 verstärkt 

wird [92]. Des Weiteren besitzt Smad7 im Gegensatz zu den anderen Smads ein 

PY-Motiv in seiner Linker-Region, über das eine Assoziation mit den 

WW-Proteindomänen des Smurf-Proteins stattfindet und eine Ubiquitinierung sowie eine 

Translokation von Smad7 in das Zytoplasma ermöglicht wird [93,94]. 

1.3.2 Funktionen und Interaktionen von Smad7 

Als Antagonist des TGF-β-Signalweges ist Smad7 in der Lage die 

TGF-β-Signaltransduktion zu beenden. Dies geschieht vor allem über den TGF-βR1, der 

als integraler Bestandteil des kanonischen Signalweges das Hauptziel des 



Error! Use the Home tab to apply Überschrift 1 to the text that you want to appear here. 9 

  

inhibitorischen Smad7 zur Unterbrechung der TGF-β-Signalkaskade darstellt [50,95]. So 

erfolgt nach Stimulation der Zelle mit TGF-β zunächst die Translokation von Smad7 aus 

dem Nukleus in das Zytoplasma. Durch die Bindung von Smad7 als Pseudosubstrat an 

den TGF-βR1 wird die weitere Bindung und Phosphorylierung von R-Smads und damit 

die Signaltransduktion von TGF-β unterbunden [96]. Die Bindung von Smad7 an den 

Smad2/3-Komplex verhindert dessen Interaktion mit dem TGF-βR1 und damit die 

weitere intrazelluläre Signalkaskade [97]. Über die Phosphatasen 

GADD34 (Growth-arrest and DNA-damage-inducible Protein 34) und 

PP1c (Proteinphosphatase 1c) kann Smad7 die TGF-βR1-Aktivität vermindern [98]. 

Weitere Proteine, die mit Smad7 interagieren und die Aktivität des TGF-βR1 reduzieren, 

sind unter anderem STRAP (Serin/Threonin Kinase Receptor-associated Protein), 

SIK (salt-inducible kinase) und YAP65 (yes-asscociated protein 65) [95,99,100]. Smad7 

ist in der Lage, einen Tertiärkomplex mit dem Bone Morphogenic Protein and Activin 

Membrane-bound Inhibitor (BAMBI) und dem TGF-βR1 zu bilden und so die Interaktion 

und Phosphorylierung zwischen dem TGF-βR1 und Smad3 zu beeinträchtigen [101]. 

Des Weiteren führt die Aktivierung der TGF-β-Signalkaskade zu einer Interaktion von 

Smad7 mit der E3-Ubiquitinligase Smurf1/2 im Nukleus [102]. Anschließend transloziert 

dieser Smurf2/Smad7-Komplex in das Zytoplasma, wo er an den aktivierten TGF-βR1 

bindet und zu dessen Proteolyse führt [94,103]. Dieser Prozess wird durch verschiedene 

Proteine wie dem heat shock protein 90 (Hsp90) und dem E2-conjungating enzyme 

UbcH7 (Ubiquitin-conjugating Enzyme 7) eingeleitet [104,105]. Darüber hinaus ist 

Smad7 in der Lage das TGF-β-Signal direkt im Nukleus zu inhibieren. Dabei bindet 

Smad7, im Gegensatz zu den anderen Smads, über die MH2-Domäne an die 

DNA-Bindungsdomäne des Plasminogen Activator Inhibitor (PAI-)1 und verhindert so 

die Bindung der aktivierten Smads an die DNA [106]. 

Neben der Rolle als Antagonist des TGF-β-Signalweges scheint Smad7 noch weitere 

Funktionen auszuüben. So kann es den activin-induzierten Wachstumsstillstand der 

Zelle inhibieren und damit die Apoptose arretieren [107]. Im Gegensatz dazu zeigen 

andere Studien eine Induktion der Apoptose durch Smad7, indem es die Translokation 

von NF-κB in den Nukleus hemmt [108]. Eine Modulation der Genexpression der 

Histondeacetylase 1 (HDAC1) und E2F durch Smad7 mit konsekutiver Veränderung des 

Zellzyklus wurde ebenfalls beschrieben [109]. Die Induktion von Smad7 kann nicht nur 

durch TGF-β, sondern auch durch andere Zytokine, darunter NF-κΒ/RelA und 

Interferon-γ, erfolgen [62].  
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1.3.3 Konträre Funktionen von Smad7 im PDAC 

Neben seiner Funktion als Antagonist des TGF-β-Signalweges spielt Smad7 auch eine 

wichtige Rolle bei der Entstehung und Entwicklung verschiedener Karzinome. Jedoch 

divergieren die Studienergebnisse teilweise stark. So zeigte sich eine Assoziation 

zwischen einer erhöhten Smad7-Expression und einem verminderten Überleben beim 

Endometrium-, Ösophagus-, kolorektalen-, Magen-, Mamma-, Haut- und 

hepatozellulären Karzinom [97]. Weiterhin konnte in hepatozellulären Karzinomzelllinien 

eine verminderte TGF-β-assoziierte EMT und Migration sowie eine längere 

Überlebenszeit dieser Patienten bei niedrigen Smad7-Expressionsspiegeln 

nachgewiesen werden [110]. In Prostatakarzinomzelllinien wurde eine verstärkte 

Smad7-assoziierte Migration der Karzinomzellen beobachtet, während andere Studien 

eine wichtige Rolle von Smad7 in der TGF-β-induzierten Apoptose 

postulierten [111,112].  

Im duktalen Adenokarzinom des Pankreas konnte eine Resistenz gegenüber der 

TGF-β-induzierten Proliferationshemmung und eine konsekutiv gesteigerte 

Tumorgenität bei erhöhter Smad7-Expression nachgewiesen werden [113]. Zudem 

führte eine pankreas-spezifische Expression von Smad7 im transgenen Mäusemodell 

zu duktalen Veränderungen, die einer pankreatischen intraepithelialen Neoplasie 

ähnelten [114]. Einige Studien konnten eine Modulation von Thioredoxin 1 sowie des 

Retinoblastom-Proteins durch Smad7 und ein damit einhergehendes gesteigertes 

Tumorwachstum nachweisen [115,116]. Allerdings konnte ebenfalls eine Korrelation 

zwischen der Lymphknotenmetastasierung und einer schlechteren Prognose bei 

niedrigen Smad7-Spiegeln im PDAC gezeigt werden [117]. Somit scheint Smad7 eine 

bedeutende Rolle im PDAC zu spielen, deren Mechanismus noch nicht vollständig 

verstanden ist. 

1.4 Ermittelte Gene in der in-silico-Analyse 

Im Rahmen der in-silico-Analyse zeigten die Gene CASP7, CDC25A, E2F8, MAP3K, 

PDPK1, STAT5A, TP53BP1 und VEGFB eine signifikante Korrelation ihrer 

mRNA-Expression mit der Expression von SMAD7 und werden daher an dieser Stelle 

näher beschrieben. 

Die Cystein-Aspartat-Protease Caspase 7 wird durch das Gen CASP7 kodiert und 

gehört zusammen mit den Caspasen 3 und 6 zu den Effektor-Caspasen. Nach ihrer 

Aktivierung durch eine proteolytische Spaltung dient Caspase 7 der Steuerung der 

Zellapoptose [118]. 
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Die Proteinphosphatase Cell Division Cycle 25A (Cdc25A) gehört zur Familie der 

Cdc25-Phosphasen. Durch die Dephosphorylierung der Cyclin-abhängigen Kinase 2 

reguliert Cdc25A den Übergang der Zellteilung von der S-Phase in die G1-Phase [119]. 

Der Transkriptionsfaktor E2F8 gehört zur Familie der E2F-Proteine, die als 

Downstream-Effektoren des Retinoblastom-(pRB-)Signalweges dienen, über den sie 

verschiedene Funktionen im Rahmen der Replikation, Zelldifferenzierung, 

DNA-Reparatur und Apoptose ausüben [120]. 

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind dreistufige, hochkonservierte 

Serin/Threonin-Proteinkinasen [121]. Die Signaltransduktion beginnt nach Aktivierung 

von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) in der Zellmembran. Hierdurch aktiviert die 

Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase-Kinase (MAP3K) durch Phosphorylierung die 

MAP2K (MAP-Kinase-Kinase), welche die Effektorkinase MAP-Kinase aktiviert [122]. 

Letztere wird in drei Gruppen unterteilt, zu denen die p38-mitogen-aktivierte 

Proteinkinase, die JNK und die ERKs gehören [123]. Durch diese 

Phosphorylierungskaskade werden Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktiviert, welche 

vielfältige Zellprozesse wie Differenzierung, Zellzyklus und Apoptose regulieren [121]. 

Die 3-Phosphoinositide-dependent Kinase 1 (PDPK1) aktiviert als Serin/Threonin-

Kinase die Proteinkinase PKBα und ist damit ein Schlüsselenzym in zahlreichen 

zellulären Regulationsprozessen, dem Zellüberleben und der Zellzykluskontrolle [124].  

STAT5a gehört zur Familie der Signal Transducers and Activators of Transcription 

Proteins (STAT-Proteine), die als Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei 

der Signaltransduktion verschiedener Zytokine spielen [125]. STAT5a dient dabei unter 

anderem der Signalübertragung von Interleukin-2, -7, -9 und -15 in den Zellkern [126]. 

Somit reguliert das STAT5a-Protein eine Vielzahl physiologischer Zellfunktionen wie 

Proliferation und Differenzierung [127]. Zudem wurden für die STAT-Proteinfamilie eine 

wichtige Funktion bei der Krebsentstehung und -progression, Metastasierung sowie der 

Resistenz gegenüber onkologischen Therapien nachgewiesen [128]. 

Das Protein Tumor Suppressor p53-binding Protein (TP53BP1) wird durch das 

TP53BP1-Gen kodiert und besitzt verschiedene Funktionen in der 

DNA-Schadensantwort sowie in der Regulation des Zellzyklus [129]. Durch die Bindung 

von TP53BP1 an die zentrale Domäne des Tumorsuppressorproteins TP53 wird die 

transkriptionelle Aktivierung proapoptotischer Gene verstärkt [130]. Als 

Transkriptionsfaktor induziert p53 verschiedene Gene, die unterschiedliche zelluläre 

Regulationsprozesse wie Apoptose, Zellzyklusarrest, Seneszenz und DNA-Reparatur 

steuern [131,132]. In malignen Tumoren ist p53 das am häufigsten durch eine 

Loss-of-function-Mutation inaktivierte Protein [133]. 
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Der Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) spielt eine zentrale 

Rolle als Aktivator der Endothelzellproliferation und damit der Neoangiogenese sowie 

des Tumorwachstums [134]. Die VEGF-Familie umfasst neben VEGF-B fünf weitere 

Isoformen (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und Placental Growth 

Factor [PIGF]) [135]. VEGF-B dient vor allem dem Überleben von Gefäßzellen [136]. 
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2 Zielstellung 

Das Ziel dieser Dissertation war es, den Einfluss von Smad7 auf den TGF-β-Signalweg 

sowie auf weitere Gene und Signalkaskaden im duktalen Adenokarzinom des Pankreas 

zu untersuchen. Hierzu wurde zunächst die Smad7-Expression im eigenen 

Patientenkollektiv analysiert. Anschließend wurde eine in-silico-Analyse der 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie mit Hilfe des cBioPortals durchgeführt, um den 

Einfluss von Smad7 auf weitere Gene zu untersuchen. Schließlich wurde der Effekt eines 

Smad7-Knockdowns durch RNA-Interferenz auf etablierte PDAC-Zelllinien analysiert.  

Bei diesen Untersuchungen waren folgende Fragen von besonderer Bedeutung: 

Wie unterscheidet sich die Expression von Smad7 im PDAC-Gewebe im Vergleich 

zu Gewebe mit chronischer Pankreatitis und nicht-pathologisch verändertem 

Pankreasgewebe? 

Ist es möglich, in-vitro-Untersuchungen mit Hilfe von in-silico-Analysen 

vorzubereiten? 

Kann durch die in-silico-Analyse eine mit SMAD7 korrelierende mRNA-Expression 

mit anderen Genen nachgewiesen werden? 

Wie wird Smad7 in humanen PDAC-Zelllinien exprimiert? 

Welche Auswirkungen hat ein Smad7-Knockdown durch siRNA auf den 

kanonischen und nicht-kanonischen TGF-β-Signalweg im duktalen 

Adenokarzinom des Pankreas? 

Kann durch ein Smad7-Knockdown eine Veränderung der Genexpression der in 

silico identifizierten Gene in humanen PDAC-Zelllinien erzielt werden? 

Welche Folgen hat eine Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 auf die 

TGF-β-Signalkaskade in der PDAC-Zelllinie PANC-1? 

Lassen die gewonnen Daten Rückschlüsse auf die Rolle von Smad7 im duktalen 

Adenokarzinom des Pankreas zu? 
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3 Material und Methoden 

3.1 Chemikalien, Geräte und Hilfsmittel 

3.1.1 Chemikalien 

Substanz Hersteller 

0,05 %ige Trypsin-EDTA  Gibco, Paisley, Schottland 

1,4-Dithiothreit (DTT) 0,1 M Invitrogen AG, Carlsbad, USA 

1,4-Dithiothreit (DTT) 1,0 M Roth, Karlsruhe, Deutschland 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

2-Propanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

25 %ige Salzsäure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Antibiotikum (10000 Units/mL Penicillin, 
10000 µg/mL Streptomycin) 

Gibco, Grand Island, USA 

APS Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Aquatex® Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

BSA Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

CHAPS Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Chloroform HoneyWell, Seelze, Deutschland 

DEPC-Wasser Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

DMEM/F-12 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

DMSO Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

ECL™ Rainbow™ Marker-Full range GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont, 
England 

EDTA  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

Entellan® new Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

Ethanol absolut > 99,8 %  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

FCS Gibco, Paisley, Schottland 

Formaldehyd (ROTI®Histofix 4 %) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  
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Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycerin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Hämalaun Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

HBSS Gibco, Grand Island, USA 

humanes rekombinantes TGF-β1 Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA 

IPG Buffer, pH 3 – 10 GE Healthcare Bio-Science, Uppsala, 
Schweden 

Magermilchpulver TSI, Zeven, Deutschland 

Mayers Hämalaunlösung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Methanol Th. Geyer, Renningen, Deutschland 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

OPTI-MEM™ Gibco, Grand Island, USA 

Pharmalyte™ 3 – 10 for IEF Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden 

Phosphat Buffered Saline AppliChem, Darmstadt, Deutschland  

RNAse-freies Wasser Roth, Karlsruhe, Deutschland 

ROTI®Histol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

ROTIPHORESE®NF-Acrylamid/Bis-
Lösung (29:1) 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

SDS  Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden  

TEMED Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Thiourea Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

Transfektionsmedium (sc-36868) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland 

Transfektionsreagenz (sc-29528) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden  

TRIzol® Reagent Ambion/Invitrogen, Carlsbad, USA 

TWEEN SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
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3.1.2 Geräte 

Name Hersteller 

Axiocam® Digitalkamera Carl Zeiss AG Deutschland GmbH, Jena, 
Deutschland 

Axioplan 2® Mikroskop-System Carl Zeiss AG Deutschland GmbH, Jena, 
Deutschland 

Biometra Thermozykler T3 Carl Zeiss AG Deutschland GmbH, Jena, 
Deutschland 

ChemiDoc™Touch Imaging System Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

CO2-Inkubator APT-lineTM CB Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Feinwaage AX124/E Ohaus Europe, Greifensee, Schweiz 

Kühlsystem WK230 LAUDA Boehringer, Heidelberg, Deutschland 

Kühlzentrifuge Centrifuge 5427 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Magnetrührer MR 3003 GD Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Mikrowelle, Mikromat AEG, Nürnberg, Deutschland 

Mini PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Neubauer-Zählkammer Superior, Marienfeld, Deutschland 

pH-Meter inoLab, Weilheim, Deutschland 

Pipette Pipetus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PowerPac 200 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Reinraumbank HS 12 Heraeus Instruments, Gera, Deutschland 

Real-time Cycler Rotor-Gene Q Qiagen N.V., Hilden, Deutschland 

Spektrophotometer UV-1602 SHIMADZU EUROPA, Kyoto, Japan 

U0126 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

Urea GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont, 
England 

Wasser, steril, RNAase-DNAse-frei Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  

Xylol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Thermozykler ThermoMixer C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Trans-Blot R Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Vortexmischer VORTEX 2 IKA Laboratory Equipment, Deutschland 

Waage LSP-4202 VWR International, Löwen, Brüssel 

Wasserbad WB14 Memmert, Schwabach, Deutschland 

Zentrifuge miniSpin Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Multifuge X3R Heraeus Instruments, Gera, Deutschland 

3.1.3 Hilfsmittel 

Bezeichnung Hersteller 

Einmal-Küvetten 1,5 ml Brand, Wertheim, Deutschland 

Einweg-Pipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 
25 ml) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

Eppendorfgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Gewebekulturplatten (6-Well) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

PCR Strip Tubes  Qiagen N.V., Hilden, Deutschland 

PP-Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

PVDF-Transfermembran (0,45 µm) GE Healthcare, München, Deutschland 

Whatman Blotting Papier GE Healthcare, München, Deutschland 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 
175 cm2) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

Zellschaber Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

Zentrifugenröhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland  

3.1.4 Verwendete Kits 

Name Hersteller 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix 
Plus (ROX) 

Solis BioDyne, Tartu, Estland 
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REAL™ Detection System, 
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse 

Dako, Glostrip, Dänemark 

RT2 SYBR® Green ROX™ qPCR 
Mastermix 

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland 

SuperScript™ II First-Strand Synthesis 
System 

Invitrogen AG, Carlsbad, USA 

WesternBright™ ECL-Lösung Advansta, Mendio Park, USA 

3.1.5 Primer 

Primer 
 

Sequenz (5’-3’) Basenpaarlänge 

18S Forward 

Reverse 

GTAACCCGTTGAACCCCATT 

CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

151 

AKT1 Forward 

Reverse 

CAG GAT GTG GAC CAA CGT GA 

AAG GTG CGT TCG ATG ACA GT 

137 

CASP7 Forward 

Reverse 

GAG CAC GGA AAA GAC CTG GA 

GTG AGC ATG GAG ACC ACA CA 

137 

CDC25A Forward 

Reverse 

GGC AAG CGT GTC ATT GTT GT 

ACA GCT CAG GGT AGT GGA GT 

127 

E2F8 Forward 

Reverse 

ACG GGC GAC ACA ATC TCA AC 

GCT CGG CGT ACT TAT TCT CCT 

72 

MAP3K3 Forward 

Reverse 

CGA TCT GTA TGT CGG GGA CG 

CTC CAC ACG TCT GCT TTC CT 

109 

MAPK3 Forward 

Reverse 

ACT CCA AAG CCC TTG ACC TG 

CCG TCG GGT CAT AGT ACT GC 

114 

P38 Forward 

Reverse 

GCA TAA TGG CCG AGC TGT TG 

TCA TGG CTT GGC ATC CTG TT 

130 

PDPK1 Forward 

Reverse 

CAT GCA GGT GTC TTC GTC CT 

ATG TTG CTG CCT GAC CTC TG 

81 

RHOA Forward 

Reverse 

GAG CCG GTG AAA CCT GAA GA 

TTC CCA CGT CTA GCT TGC AG 

146 

SMAD2 Forward 

Reverse 

GTC CAT CTT GCC ATT CAC GC 

TTC CTG CCC ATT CTG CTC TC 

106 

SMAD4 Forward 

Reverse 

CCA GCT CTG TTA GCC CCA TC 

TAC TGG CAG GCT GAC TTG TG 

91 

SMAD7 Forward 

Reverse 

CCC CAT CAC CTT AGC CGA C 

GGA CAG TCT GCA GTT GGT TTG 

95 

STAT5A Forward 

Reverse 

ATT CAC CAC GCG GGA TTT CT 

AGCTTTAGCCAGCACAGGAG 

136 
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TP53 Forward 

Reverse 

CGC TTC GAG ATG TTC CGA GA 

CTT CAG GTG GCT GGA GTG AG 

102 

TP53BP1 Forward 

Reverse 

AAA TCC TTC AGC CGT GTC GT 

AGT CAC TAC GAC GCA AAG CA 

85 

VEGFB 
 

keine Angaben durch den Hersteller k. A. 

β-Aktin Forward 

Reverse 

AGG CAC CAG GGC GTG AT 

GCC CAC ATA GGA ATC CTTCTGAC 

51 

3.1.6 Antikörper 

Bezeichnung Konjungat Konzentration Blockierungs-
puffer 

Hersteller 

Akt Kaninchen 1:1000 5 % BSA in 
TBST 

Cell Signaling 
Technology 

Anti-Kaninchen-
HRP 

Ziege 1:10000 TBST Santa Cruz 
Biotechnology 

Anti-Maus-HRP Ziege 1:10000 TBST Santa Cruz 
Biotechnology 

p44/42 MAPK Kaninchen 1:1000 5 % BSA in 
TBST 

Cell Signaling 
Technology 

Phospho-Akt Kaninchen 1:2000 5 % BSA in 
TBST 

Cell Signaling 
Technology  

Phospho-p44/42 
MAPK 

Kaninchen 1:2000 5 % BSA in 
TBST 

Cell Signaling 
Technology 

Smad2/3 Kaninchen 1:1000 5 % BSA in 
TBST 

Cell Signaling 
Technology 

Smad4 Kaninchen 1:500 5 % Milchpulver 
in TBST 

Cell Signaling 
Technology 

Smad7 Maus 1:500 5 % Milch in 
PSB 

R&D Systems 

β-Aktin  Maus 1: 1000 TBST Sigma-Aldrich 

3.1.7 Lösungen und Puffer 

Name Bestandteile 

Blockierungspuffer I 5 % Milchpulver in TBST 

Blockierungspuffer II 5 % BSA in TBST 

Ladepuffer 2,4 ml 1 M TRIS pH 6,8 
0,8 g SDS 
4 ml 87 % Glycerin 
0,154 g DTT 
0,01 % Bromphenolblau 
in 10 ml Aqua bidestillata 
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Laufpuffer 50 mM TRIS 
384 mM Glycin 
0,1 % SDS in 1000 ml Aqua bidestillata 

Mastermix zur Herstellung von cDNA (je 
Probe) 

5 μl 5x Puffer 
2,5 μl 0,01 M DTT 
1 μl 12,5 M dNTP Mix 
3 μl 100 ng/μl Random Primer 
2,7 μl DEPC-behandeltes-Wasser 
0,5 μl 40 U/μl RNasin 
0,3 μl 200 U/μl Superscript™ RNase H 
Reverse Transcriptase 

Phosphat-gepufferte Salzlösung 1,4 M NaCl 
26,9 mM KCl 
42,7 mM Na2HPO4 
11,5 mM KH2PO4 

Proteinextraktionspuffer 7 M Urea 
2 M Thiourea 
4 % CHAPS  
40 mM DTT 
0,5 % IPG Puffer pH 3 – 10 
1 Tablette Proteinaseinhibitor  
in 10 ml Aqua bidestillata  

RNA-Vermessungspuffer 10 ml DEPC-behandeltes-Wasser 
100 µl TRIS HCl pH 7,5 

Sammelgel (12 %) 3,3 ml Aqua bidestillata  
4,0 ml 30 % Acrylamide (29:1) 
2,5 ml 1,5 M TRIS-HCl pH 8,8 
100 µl 10 % SDS  
100 µl 10 % APS  
4 µl TEMED 

Transferpuffer 50 mM TRIS 
380 mM Glycin 
20 % Methanol 
in 2.000 ml Aqua bidestillata 

Trenngel (5 %) 1,2 ml Aqua bidestillata 
390 µl 30 % Acrylamide (29:1) 
750 µl 1,5 M TRIS-HCl pH 8,8 
30 µl 10 % SDS 
30 µl 10 % APS 
1 µl TEMED 

TRIS -gepufferte Saline-Puffer (TBS) 10 mM TRIS-HCl (pH 7,4)  
0,1 M NaCl 

TRIS -gepufferte Saline mit Tween 20 
(TBST) 

10 mM TRIS-HCl (pH 7,4)  
0,1 M NaCl 
0,1 % Tween 20 

Waschpuffer 0,1 % Tween 20 in PBS 



Error! Use the Home tab to apply Überschrift 1 to the text that you want to appear here. 21 

  

3.1.8 Software 

Name Hersteller 

AxioVision® LE64 4.8.3. Carl Zeiss AG Deutschland GmbH, Jena, 
Deutschland 

cBioPortal for Cancer 

Genomics 

Center for Molecular Oncology, Memorial Sloan 
Kettering Cance Center 
http://www.cbioportal.org 

ImageJ 1.52e Wanne Rasband 

Primer-BLAST Ye et al. 2012 [137] 

R The R Foundation for Statistical Computing 

Rotor-Gene Q Series Software Qiagen N.V., Hilden, Deutschland 

Software Image Lab™ 6.0 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

3.2 Patientengewebe 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Patientengewebe wurden im Rahmen einer 

Pankreasresektion in der Universitätsklinik und Poliklinik für Viszerale, Gefäß- und 

Endokrine Chirurgie des Universitätsklinikums Halle (Saale) der 

Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg entnommen. Die Patienten wurden 

präoperativ ärztlich über die Studie aufgeklärt und erklärten sich mit der 

wissenschaftlichen Untersuchung des Gewebes einverstanden. Die durchgeführten 

Untersuchungen an menschlichem Gewebe wurden von der Ethikkommission der 

medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg genehmigt 

(Bearbeitungsnummer 2015-106 und 2019-037). Nach der Entnahme der 

Patientengewebe wurden diese in flüssigem Stickstoff eingefroren und gelagert. Alle 

Gewebeproben wurde durch das Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Halle 

(Saale) der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg untersucht und klassifiziert. Um 

repräsentative Ergebnisse für die jeweilige Differenzierung zu erhalten, wurden für alle 

durchgeführten Untersuchungen nur Gewebe verwendet, die eindeutig einer Entität zu 

geordnet werden konnten. Um die Expression von Smad7 in humanem 

Pankreasgewebe sowohl auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) als auch auf Proteinebene mittels 

Immunhistochemie zu analysieren, wurden zwei Untersuchungsreihen durchgeführt. In 

der ersten Untersuchungsreihe wurden insgesamt 57 Gewebeproben auf Ebene der 

mRNA analysiert. Diese Untersuchungsgruppe lässt sich in 12 Proben mit 

nicht-pathologisch veränderten Pankreasgewebe (npG), 25 Proben mit CP und 

20 PDAC-Gewebeproben unterteilen. Die Tumorklassifikation dieser 
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PDAC-Gewebeproben erfolgte nach der TNM-Klassifikation (Tab. 1) [16]. In der zweiten 

Untersuchungsreihe wurden insgesamt 9 Gewebeproben immunhistochemisch auf das 

Protein Smad7 untersucht. Diese 9 Gewebeproben wurden ebenfalls in drei Gruppen 

(npG, CP und PDAC) eingeteilt. In jeder Gruppe wurden drei Gewebeproben von jeweils 

drei verschiedenen Patienten untersucht und die Ergebnisse als Mittelwert aufgeführt.  

Tabelle 1: Mittels qRT-PCR untersuchte PDAC-Patientengewebe. 

KarzinomID Alter Geschlecht Grading TNM-Klassifikation 

300 71 m G3 pT2 pN1 M1 

1083 70 w G3 pT1b pN0 M0 

1196 71 m G2 – G3 pT3 pN1a M1 

1204 77 m G2 pT3 pN1b M0 

1216 73 w G2 pT3 pN1b M1 

1349 47 m G3 pT3 pN0 M1 

1358 56 w G3 pT4 pN1 M1 

1372 67 w G3 pT3 pN1b M0 

1433 67 m G3 pT3 pN0 M0 

1449 58 m G3 pT4 pN1 M0 

1499 75 w G1 pT1 pN0 M0 

1605 66 m G2 pT3 pN1 M1 

1788 61 w G3 pT3 pN0 M0 

1840 68 w G3 pT4 pN1b M0 

2040 64 m G3 pT4 pN1 M0 

2071 57 m G2 – G3 pT3 pN1 M1 

2157 58 w G2 – G3 pT2 pN1 M0 

2182 73 m G2 pT3 pN1b M0 

2215 65 w G2 pT1 pN0 M0 

2918 70 m G3 pT3 pN1c M0 

3.3 Humane PDAC-Zelllinien 

Um den Einfluss von Smad7 auf den TGF-β-Signalweg im duktalen Adenokarzinom des 

Pankreas zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit drei verschiedene humane 

Pankreaskarzinom-Zelllinien untersucht, die exemplarisch das PDAC und 

metastasiertes Gewebe repräsentieren. 

Die Zelllinien BxPC-3 (ATCC® CRL-1687™), Capan-1 (ATCC® HTB-79™) und PANC-1 

(ATCC® CRL-1469™) sind kommerziell erhältlich und wurden von der American Type 

Culture Collection (ATCC) bezogen. Die Zelllinie BxPC-3 wurde aus dem Primärtumor 

eines duktalen Adenokarzinoms einer 61-jährigen Patientin etabliert. Diese Zellen 

produzieren Muzin sowie CEA [138]. Im Gegensatz zu den anderen verwendeten 

Zelllinien liegt in der Zelllinie BxPC-3 keine Mutationen des Proto-Onkogen Ras (rat 

sarcoma) vor. Zudem ist in dieser Zelllinie eine homozygote Deletion von SMAD4 

beschreiben [139]. CAPAN-1 ist eine Zelllinie, die aus einer Lebermetastase eines 

duktalen Pankreaskarzinoms eines 40-jährigen Patienten gewonnen wurde. Die Zellen 
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besitzen Progesteron- und Östrogenrezeptoren sowie die Fähigkeit zur 

Muzinbildung [140]. Es konnte eine Punktmutation im SMAD4-Gen nachgewiesen 

werden, die zu einer verminderten Expression von Smad4 führt [139]. Bei der Zelllinie 

PANC-1 handelt es sich um ein Adenokarzinom des Pankreas duktalen Ursprunges 

eines 56-jährigen Patienten [141]. In dieser Zelllinie zeigten sich keine Alternationen des 

SMAD4-Gens [139]. Alle drei Zelllinien sind epithelial und wachsen adhärent. Eine 

Mutation von TP53 liegt in allen verwendeten Zelllinien vor [139]. 

Die Zelllinie FTC-133 wurde als interne Referenz zum Nachweis der korrekten 

Amplifikation sowie der Funktionalität des qRT-PCR-Assays verwendet. Diese Zelllinie 

ist ebenfalls kommerziell erhältlich und wurde von der European Collection of 

Authenticated Cell Cultures (ECACC, Katalog-Nr. 94060901) bezogen. Die Zelllinie 

FTC-133 wurde aus einer mediastinalen Lymphknotenmetastase eines follikulären 

Schilddrüsenkarzinoms eines 42-jährigen Patienten etabliert [142]. 

3.4 Zellkultur 

Die Lagerung der PDAC-Zellen in flüssigem Stickstoff erfolgte in einem Gefriermedium 

bestehend aus Dimethylsulfoxid (DMSO) und fötalem Kälberserum (FCS) im 

Verhältnis 1:9. Die Rekultivierung erfolgte durch vorsichtiges Erwärmen der Zellen in 

37 °C warmem Kulturmedium und 10-minütiges zentrifugieren bei 1200 rpm. Das 

entstandene Zellpellet wurde mit frischem Medium resuspendiert und in eine 

Zellkulturflasche überführt. Alle Zelllinien wurden in einem mit 5 % CO2-begastem 

Brutschrank bei einer Umgebungstemperatur von 37 °C und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Als Kulturmedium wurde für die Zelllinien BxPC-3 

und PANC-1 Dulbecco’s-Modified-Eagle’s-Medium/Nährmischung-F-12-Ham (DMEM/ 

F12) verwendet. Die Zelllinie CAPAN-1 wurde in Roswell-Park-Memorial-Institut-

(RPMI-)Medium kultiviert. Beide Nährmedien wurden mit hitzeinaktiviertem FCS zur 

Nährstoffsubstitution sowie mit Penicillin in einer Konzentration von 100 U/ml und 

Streptomycin in einer Konzentration von 100 mg/ml zur Verhinderung einer bakteriellen 

Kontamination versetzt. Der Medienwechsel erfolgte bei allen Zellkulturen im Abstand 

von zwei bis drei Tagen, bis eine für die weitere Passagierung ausreichende Zelldichte 

erreicht war. Diese erfolgte je nach Wachstumsverhalten der Zellen alle vier bis sechs 

Tage bei einer Konfluenz von 80 – 90 %. Dabei wurden die Zellen mit 

Hanks-Balanced-Salt-Solution (HBSS) gespült und anschließend mit Trypsin-EDTA vom 

Flaschenboden gelöst. Die gelösten Zellen wurden mit Nährmedium bei 1200 rpm für 

10 Minuten sedimentiert und das entstandene Zellpellet in frischem Medium 

resuspendiert. Nach erfolgter Zellzählung mittels Neubauer-Zählkammer gemäß 

Herstellerangaben wurde eine neue Zellkulturflasche mit einem Zielwert von ca. 
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6,6 x 103 Zellen/cm3 beimpft. Vor weiteren Versuchen mit den Zellkulturen wurden die 

verwendeten Zellen mindestens viermal passagiert, um eine Beeinflussung durch die 

Kryokonservierung auszuschließen. Für die Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff 

wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und mit Trypsin-EDTA vom Flaschenboden 

gelöst. Die Pelletierung erfolgte bei 1200 rpm für 10 Minuten. Pro Kryoröhrchen wurde 

1 ml Zellsuspension mit einer Konzentration von 106 Zellen/ml in FCS und 10 % DMSO 

gelöst. Die Zellen wurden dann schrittweise eingefroren, zunächst bei - 20 °C für 

2 Stunden, dann bei - 80°C für 24 Stunden und schließlich in flüssigem Stickstoff 

gelagert. Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 unter 

ausschließlicher Verwendung steriler oder desinfizierter Materialien durchgeführt. 

3.4.1 Transiente Transfektion der Zellen mit spezifischer siRNA 

Um eine Reduktion der endogenen Smad7-Expression sowohl auf Protein- als auch auf 

mRNA-Ebene zu erreichen, wurden die drei untersuchten PDAC-Zelllinien BxPC-3, 

CAPAN-1 und PANC-1 mit einer Smad7-spezifischen small interfering RNA (siRNA) 

behandelt. 

Bei einer siRNA handelt es sich um ein 20 – 30 nukleotid-langes 

Ribonukleinsäure-(RNA-)molekül, das für kein Protein kodiert und durch eine Bindung 

an Messenger-RNA-(mRNA-)Moleküle deren Funktion hemmt. Durch diese 

mRNA-Interferenz wird die Genexpression inhibiert [143].  

Zur Vorbereitung der Transfektion mit siRNA gegen Smad7 wurden jeweils 

2 x 105 Zellen mit einem antibiotikafreiem Nährmedium in 6-Well-Platten beimpft. Nach 

Erreichen einer Konfluenz von 70 – 80 % wurden die Zellen mit dem Leermedium 

Opti-MEM™ gewaschen. Für den Smad7-Knockdown wurden jeweils 10 nM 

Smad7-siRNA oder die gleiche Menge unspezifischen siRNA (scrambled siRNA, 

SCR-siRNA) als Negativkontrolle zusammen mit dem Transfektionsreagenz im 

Transfektionsmedium gelöst und für 20 Minuten bei Raumtemperatur zur 

Komplexbildung inkubiert. Anschließend wurde dieser Transfektionsmix auf die Zellen 

gegeben. Nach achtstündiger Inkubation der Zellen erfolgte die Zugabe eines 

Nährmediums mit zweifach konzentriertem Serum und Antibiotikum. Nach jeweils 

24 Stunden wurde das Kultivierungsmedium gewechselt. Nach 72 Stunden wurden 

Proteine und RNA zur weiteren Analyse aus den Zellen isoliert. Die Spezifität des 

Smad7-Knockdowns wurde durch die Verwendung einer SCR-siRNA, die mit keinem 

bekannten humanen Transkript interagiert, gewährleistet. 
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3.4.2 Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 und U0126 

Die Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 und dem MEK(mitogen-activated protein 

kinase kinase family members)1/2-Inhibitor U0126 erfolgte modifiziert nach 

Principe et. al [144]. Hierfür wurde die Zelllinie PANC-1 als etabliertes PDAC-Modell 

aufgrund der höchsten Smad7-Expression und des größten Effektes des transienten 

Smad7-Knockdowns ausgewählt. Zur Vorbereitung der Stimulation wurden jeweils 

2 x 105 Zellen mit 2 ml DMEM ohne FCS und 1 % Antibiotikum in 6-Well-Platten beimpft. 

Nach Bildung eines 70 – 80% konfluenten Zellmonolayers erfolgte die Herstellung von 

insgesamt fünf verschiedenen Versuchsansätzen. Der erste Ansatz, der als 

Mediumkontrolle diente, wurde mit DMEM beimpft. Der zweite Ansatz, der als 

DMSO-Kontrolle diente, wurde mit 10 nM DMSO und DMEM inkubiert. Um eine Inhibition 

von ERK1/2 zu erreichen, wurde der dritte Zellansatz mit 5 µmol/ml U0126 in DMEM für 

120 Minuten inkubiert und anschließend mit DMEM versehen. Der vierte Ansatz zur 

Stimulation mit TGF-β1 wurde mit DMEM gewaschen und anschließend mit 

10 ng/ml TGF-β1 in DMEM inkubiert. Der fünfte Ansatz zur Inhibierung von ERK1/2 und 

TGF-β1-Stimulation wurde zunächst mit 5 µmol/ml U0126 in DMEM für 120 Minuten 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit DMEM gewaschen und mit 

10 ng/ml rekombiniertem TGF-β1 in DMEM stimuliert. Die Versuchsansätze wurden in 

zweifacher Ausführung angesetzt und über einen Zeitraum von 30 Minuten und 

72 Stunden inkubiert. Alle 24 Stunden wurde das Medium mit 10 ng rekombiniertem 

TGF-β1 in DMEM gewechselt. Die Isolation von RNA und Proteinen aus den Zellen 

erfolgte nach 30 Minuten und nach 72 Stunden. 

3.5 Proteinbiochemie 

3.5.1 Proteinisolierung aus Zelllinien 

Zur Proteinisolierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80 % mit 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen und mit einem Protease-

Inhibitor-Cocktail enthaltenden Proteinextraktionspuffer für 5 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Flaschenboden gelöst und 

die Zellsuspension bei 12000 rpm für 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der hierbei 

entstandene Überstand wurde in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Lagerung der 

Proteine erfolgte bei - 20 °C. 

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford Assay 

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf einer Komplexbildung der unpolaren 

und kationischen Proteinseitenketten im sauren Milieu mit dem Farbstoff Coomassie 

Brilliantblau G 250. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs verschiebt sich bei der 
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Komplexbildung von 465 nm auf 595 nm, woraus sich eine zur Proteinkonzentration 

proportionale Absorption ergibt [145]. Für diese Methode wurde der DC Protein Assay 

(Bio-Rad Laboratories) nach Herstellerangaben verwendet. Als Kalibrationskurve diente 

eine Standardreihe mit 0 – 20 µg bovinem Serumalbumin (BSA). Als Referenz wurden 

0 µg BSA verwendet. Es wurden nur Kalibrationskurven verwendet, die einen durch 

lineare Regression ermittelten Fehler von unter 1 % aufwiesen. 

3.5.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der Proteine, nach ihrer Größe, mittels Gelelektrophorese wurde die 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli angewendet. Hierbei werden die 

Proteine durch Hitze denaturiert, während Natriumdodecylsulfat (SDS) an die 

hydrophoben Regionen der Proteine bindet. Durch die entstehende negative 

Nettoladung wandern die Proteine, ausschließlich aufgrund ihrer Größe, unterschiedlich 

schnell durch das Polyacrylamidgel zur positiv geladenen Anode. Die Proteinbanden 

können mit Hilfe eines Größenmarkers einem Molekulargewicht zugeordnet 

werden [146]. Zur Herstellung des Polyacrylamidgels mit der erforderlichen Taschentiefe 

wurde das Glasplattensystem Mini-PROTEAN-System von Bio-Rad verwendet. 

Zunächst wurde die Glasplattenapparatur mit Trenngel befüllt. Nach dessen 

Polymerisation wurde das Sammelgel darauf pipettiert und ein Wellenkamm zur Bildung 

von Probentaschen für die Proteine eingesetzt. Die vollständige Polymerisation erfolgte 

bei Raumtemperatur. Für die Gelelektrophorese wurden, je nach zu detektierendem 

Protein, 5 – 20 µg jeder Probe im Verhältnis 1:1 mit dem Laemmli-Loading-Puffer 

versetzt. Anschließend wurden die Proben bei 95 °C für 5 Minuten in einem Schüttler 

denaturiert, zentrifugiert und auf Eis gelagert. Es folgte das Pipettieren der Proben in die 

vorbereiteten Taschen des Sammelgels. Zur Detektion des Molekulargewichts erfolgte 

die Zugabe des Massenmarkers Rainbow™ Molecular Weight Markers. Die Auftrennung 

der Proteine erfolgte für 120 Minuten bei 10 mA pro Gel im Laufpuffer. 

3.5.4 Semidry-Blotting 

Zur Durchführung immunologischer Nachweisreaktionen und zum Schutz vor 

Diffusionsprozessen wurden die mittels SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennten Proteine auf eine 

Polyvinylidenfluorid-(PVDF-)Membran im Nasstransferverfahren übertragen. Hierzu 

wurden die PVDF-Membranen für 1 Minute mit 100 % Methanol rehydriert und 

zusammen mit dem SDS-PAGE-Gel für 10 Minuten im Transferpuffer equilibriert. 

Anschließend erfolgte die luftblasenfreie horizontale Ausrichtung von Schwamm, 

Blottpapier, SDS-Gel, PVDF-Membran, Blottpapier und Schwamm, so dass die negativ 
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geladenen Proteine in der Blottkammer von der Kathode zur Anode wandern konnten 

und somit die Proteine vom Gel auf die Membran transferiert wurden. Der Transfer 

erfolgte für 120 Minuten bei 1 A. 

3.5.5 Immundetektion 

Für den quantitativen Nachweis verschiedener Proteine wurden spezifische Antikörper 

verwendet. Hierzu wurden die mit proteinbeschichteten PVDF-Membranen für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur in spezifischen Blockpuffern geschwenkt, um die freien 

Bindungsstellen abzusättigen. Anschließend wurden die Membranen in jeweils drei 

Waschschritten von jeweils 10 Minuten mit TBS-Tween-Puffer gespült. Die Inkubation 

der PVDF-Membranen erfolgte, mit dem jeweiligen spezifischen Antikörper im 

entsprechenden Blockpuffer verdünnt, bei 4 °C über Nacht. Um ungebundene Antikörper 

zu entfernen, folgten wiederum drei Waschschritte. In einem weiteren Schritt wurden die 

Membranen mit einem an Meerrettichperoxidase-(HRP-)gekoppelten Sekundär-

antikörper in TBS-Tween-Puffer für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und 

anschließend dreimal mit TBST-Puffer gewaschen, um überschüssige 

Sekundärantikörper zu entfernen. Die indirekte Visualisierung der Proteine erfolgte 

mittels Chemilumineszenz unter Verwendung des Enhanced Chemiluminescence 

Western Blotting Reagent (Advansta) nach Herstellerangaben. Hierbei oxidiert das an 

die Sekundärantikörper gebundene HRP-Luminol zu 3-Aminophthalat. Die entstehende 

Lumineszenz (425 nm) wurde mit der Chemilumineszenz-sensitiven Kamera des 

ChemiDoc™Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories) in Form von Banden 

dargestellt und fotografiert. Die anschließende Auswertung erfolgte mit der Image Lab™ 

Software. Zur Normalisierung aller Proben wurde das housekeeping gene β-Aktin 

verwendet. 

3.6 Molekularbiologische Methoden 

3.6.1 RNA-Isolierung 

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das kommerziell erhältliche Reagenz TRIzol® von 

Invitrogen AG nach Herstellerangaben verwendet. TRIzol® besteht aus einer Lösung aus 

Phenol, zur RNA-Lösung, und Guanidiniumthiocyanat, das zur Zelllyse führt und 

enthaltene RNasen sowie andere Enzyme inaktiviert [147]. Vor der RNA-Isolierung 

wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, kultiviert, stimuliert oder mit siRNA 

versetzt. Bei einer Konfluenz von circa 80 % wurden die Zellen zunächst mit PSB 

gewaschen und anschließend mit 1 ml TRIzol® Reagenz behandelt. Diese 

Zellsuspension wurde mittels Zellschaber vom Flaschenboden gelöst und in ein 

separates Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von Chloroform und anschließender 
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Zentrifugation entstand eine Phasenmischung. Die RNA-enthaltende obere Phase 

wurde in ein separates Reaktionsgefäß abpipettiert und bei 4 °C mit 14000 rpm 

zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen mit Ethanol und anschließender Trocknung 

konnte die RNA als Pellet isoliert werden. In einem weiteren Schritt wurde das 

RNA-Pellet mit 20 μl RNAse-freiem Wasser versetzt und für 5 Minuten bei 60 °C gelöst. 

Die Lagerung erfolgte bei - 80 °C. Bei der RNA-Isolierung aus Tumorgewebe wurde eine 

Spatelspitze homogenisiertes Gewebe in einem Reaktionsgefäß mit 1 ml 

TRIzol® Reagenz versehen und wie oben beschrieben weiter behandelt. 

3.6.2 RNA-Vermessung 

Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurde eine RNA-Suspension aus 

RNA und RNA-Vermessungspuffer in einer Verdünnung von 1:100 hergestellt. Diese 

Suspension wurde spektrophotometrisch in einer Quarzküvette bei einer Wellenlänge 

von 260/280 nm vermessen. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt 

und der Mittelwert (M) berechnet. 

3.6.3 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription 

Bei der reversen Transkription (RT) wird die gewonnene Gesamt-RNA in komplementäre 

DNA (cDNA) transkribiert, um diese mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) weiter 

analysieren zu können. Hierzu wurde das cDNA-Kit nach Angaben des Herstellers 

(Invitrogen AG) verwendet. Es wurde jeweils 1 μg RNA verwendet. Die Lagerung erfolgte 

bei - 20 °C. 

3.6.4 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 

Bei der konventionellen PCR werden die spezifischen cDNA-Fragmente, welche durch 

reverse Transkription hergestellt wurden, durch Oligonukleotidprimern amplifiziert [148]. 

Dieser Prozess erfolgt in drei aufeinanderfolgenden Schritten: Hierbei wird in einem 

ersten Schritt der DNA-Doppelstrang durch Denaturierung in Einzelstränge getrennt. 

Beim Annealing binden die spezifischen Primer im zweiten Schritt an die DNA. Im dritten 

Schritt, der Elongation, wird die Sequenz durch die Bindung der thermostabilen 

DNA-Polymerase Taq-Polymerase, aus dem Organismus Thermus aquaticus, mit 

Oligonukleotiden verlängert. Die in dieser Arbeit verwendete quantitative 

Echtzeit-PCR (qRT-PCR) basiert auf der konventionellen PCR. Hierbei emittiert der 

verwendete Farbstoff SYBR® Green bzw. EvaGreen® bei jeder Bindung an eine 

doppelsträngige DNA eine Fluoreszenz. Diese Emission wird bei jedem Zyklus 

detektiert. Durch die Messung der Emissionsstärke kann die Menge der vorhandenen 

DNA in Echtzeit bestimmt werden. Zur Durchführung der qRT-PCR wurde ein 
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Reaktionsansatz mit 7,5 µl des RT2 SYBR® Green ROX™ qPCR Mastermix (Qia-

gen N.V.) und 1,5 µl der cDNA-Probe für den Primer VEGFB (Qiagen N.V.) verwendet. 

Der spezifische VEGFB-Primer wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 10 µM verdünnt. 

Alle weiteren Primer wurden mit dem Tool Primer-BLAST entwickelt und von der Firma 

Metabion international AG (Planegg/Steinkirchen, Deutschland) bezogen [137]. Diese 

Primer wurden mit nukleasefreiem Wasser auf 10 µM verdünnt und mit 2 µl der 

cDNA-Probe sowie 4 µl des HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Plus (ROX) der Firma 

Solis BioDyne versehen. Alle Reaktionsansätze wurden als Doppelbestimmung in ein 

steriles Reaktionsgefäß pipettiert. Zur Detektion von Kontaminationen wurde für jedes 

Primerpaar zusätzlich eine no template control mit nukleasefreiem Wasser anstelle der 

cDNA-Probe ergänzt. Als interne Kontrolle wurde die cDNA der humanen 

Schilddrüsenzelllinie FTC-133 für jedes Primerpaar verwendet. Die Normalisierung aller 

Proben erfolgte mit den housekeeping genes 18S und β-Aktin. Die angegebenen 

Mittelwerte wurden aus den Ergebnissen von drei unabhängigen Messreihen errechnet. 

Bei der cDNA-Probe für den Primer VEGFB erfolgte zu Beginn der qRT-PCR die 

Denatuierung der cDNA und Aktivierung der AmpliTaqGold-Polymerase (Qiagen N.V.) 

für 15 Minuten bei 95 °C. Bei den übrigen Ansätzen wurde analog für 12 Minuten bei 

95 °C mit HOT FIREPol®-DNA-Polymerase der Firma Solis BioDyne vorgegangen. 

Anschließend folgten 40 qRT-PCR-Zyklen, die jeweils aus drei Teilschritten bestanden: 

(1) Denaturierung der doppelsträngigen DNA (45 s bzw. 15 s bei 95 °C), (2) Annealing 

mit den Primern (45 s bzw. 20 s bei 60 °C) und (3) Elongation (60 s bzw. 20 s bei 72 °C). 

Sämtliche Reaktionen fanden im Real-time Cycler Rotor-Gene Q der Firma Qiagen statt. 

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Rotor-Gene Q Series Software unter der 

Verwendung der 2-ΔΔCT-Methode [149]. Hierbei werden die CT-Werte eines konstant 

exprimierten housekeeping gene mit denen des untersuchten Genes, nach folgender 

Gleichung, verglichen: 

ΔCT = CT (gene of interest) – CT (housekeeping gene) 

ΔΔCT = ΔCT (treated sample) – ΔCT (untreated sample) 

3.7 Histologie 

3.7.1 Immunhistochemie mit der Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode 

Die Proteinexpression von Smad7 in Geweben mit PDAC, CP und npG wurde mittels 

der Labelled-(Strept-)Avidin-Biotin-(LSAB-)Methode durch immunhistochemische 

Färbungen von paraffinierten Gewebeschnitten dargestellt. Grundlage diese Methode ist 

die starke Bindung des Vitamins Biotin an das Glykoprotein Avidin aus Hühnereiweiß 

bzw. an das Avidin-Analogon Streptavidin aus dem Bakterium Streptomyces avidinii. In 
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drei aufeinanderfolgenden Schritten wird zunächst ein unkonjungierter Primärantikörper 

aufgetragen, der an das Epitop des spezifischen Antigens bindet. Anschließend erfolgt 

die Bindung des FC-Teiles des Primärantikörpers durch einen biotinylierten 

Sekundärantikörper. Durch Zugabe des Peroxidase-gekoppelten Streptavidin entsteht 

ein Avidin-Biotin-Enzymkonjungat. Dieses wird durch die Bildung eines dunkelbraunen, 

unlöslichen Reaktionsproduktes am Zielantigen, nach Zugabe des Substrates 

Diaminobenzidin (DAB), sichtbar gemacht. Hierdurch kann die Lokalisation und 

Expression des Zielproteins im Gewebe untersucht werden [150]. Für diese Methode 

wurde das REAL™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse Kit von 

Dako GmbH nach Herstellerangaben verwendet. Die Paraffinschnitte wurden zunächst 

mit Rotihistol entparaffiniert und in einer absteigenden Reihenfolge von Alkoholen, 

bestehend aus Ethanol 99,8 %, Ethanol 96 %, Ethanol 70 % und bidestilliertem Wasser, 

rehydriert. Anschließenden wurden die Paraffinschnitte in PBS-Pufferlösung eingestellt. 

Die Demaskierung des Antigens erfolgte durch dreimaliges Kochen und anschließendes 

Abkühlen der Objektträger für 20 Minuten bei 4 °C in Zitratpuffer. Nach kurzer Inkubation 

in PBS wurde die endogene Peroxidase mit Methanol und 3 %igem Wasserstoffperoxid 

im Verhältnis 4:1 blockiert, um eine Reduktion der Hintergrundfärbung zu erreichen. 

Nach einem erneutem Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit einem 

unkonjungierten Primärantikörper, der zuvor mit Dako REAL™ Antibody Diluent verdünnt 

wurde, bei 4 °C über Nacht in einer feuchten Kammer. Der Primärantikörper Smad7 

wurde in einem Verhältnis von 1:100 verwendet. Als Negativkontrollen wurden die 

Gewebeschnitte nur mit dem Dako REAL™ Antibody Diluent behandelt. Nachfolgend 

wurden die Gewebeschnitte bei Raumtemperatur in PBS gewaschen und für 30 Minuten 

mit dem biotinylierten Sekundärantikörper inkubiert, der als Brückenantikörper diente. 

Es folgte ein erneuter Waschschritt mit PBS und die Zugabe der enzymgekoppelten 

Streptavidin-Peroxidase für 30 Minuten. Die anschließende Inkubation des Substrates, 

bestehend aus Diaminobenzin und wasserstoffperoxidhaltiger Meerrettichperoxidase, 

führte zu einer Braunfärbung der gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe. Nach der 

Entfernung von überschüssigem Substrat mit doppelt destilliertem Wasser erfolgte die 

Gegenfärbung mit 1:5 verdünntem Hämalaun zur nukleären Blaufärbung. Nach einer 

abschließenden Spülung mit Leitungswasser wurden die Gewebeschnitte mit 

bidestilliertem Wasser und einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70 %, 96 % 

99,8°%) dehydriert und für 4 Minuten in Xylol gelagert. Abschließend wurde die 

Objektträger mit Entellan eingedeckt und nach dem Trocknen bei Raumtemperatur 

gelagert. 
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3.7.2 Auswertung der Immunhistochemie 

Zur fotografischen Dokumentation der histologischen Schnitte wurde das 

Axioplan 2 Mikroskop-System® in Verbindung mit einer Axiocam Digitalkamera®, beides 

hergestellt von der Firma Carl Zeiss AG, verwendet. Die Digitalisierung der Aufnahmen 

erfolgte stets unter denselben Einstellbedingungen und die Auswertung erfolgte mit Hilfe 

der Software AxioVision LE64 4.8.3. Es wurde jeweils ein Übersichtsbild in 10-facher 

Vergrößerung und jeweils zwölf zufällig ausgewählte Aufnahmen in 20-facher 

Vergrößerung angefertigt. Die weitere Auswertung erfolgte anhand des 

semiquantitativen Immunoreaktiven Scores (IRS) von Remmele und Stegner [151]. 

Dieser ergibt sich aus dem Produkt der Färbeintensität der untersuchten Zellen und dem 

Prozentsatz der positiv gefärbten Zellen. Die Färbeintensität der immunzytochemisch 

positiven Zellen wurde mit einem Punktwert von 0 (keine Färbung) bis 3 (starke Färbung) 

bewertet. Der Prozentsatz der positiv gefärbten Zellen wurde mit Punktwerten zwischen 

0 (0 – 20 % gefärbte Zellen) und 4 (80 – 100 % gefärbte Zellen) eingeteilt. Die 

erhaltenen Werte wurden miteinander multipliziert und als IRS angegeben. Dieser lag 

zwischen minimal 0 und maximal 12 Punkten. Hierbei zeigt ein Punktwert zwischen 0 

und 2 ein negatives Ergebnis an. Ein Punktwert von 3 – 5 Punkten spricht für eine 

schwach positive und ein Punktwert von 6 – 8 Punkten für eine moderate Färbung. Eine 

starke Färbung liegt bei einem Punktwert von 9 – 12 Punkten vor. Die randomisiert 

aufgenommenen Gewebeschnitte wurden von drei qualifizierten Mitarbeitern des 

Forschungslabors unabhängig voneinander beurteilt. Aus den erzielten Ergebnissen 

wurde für jeden Gewebeschnitt der Mittelwert gebildet. 

3.8 Datenbankanalyse mittels des cBioPortals 

Die Grundlage der in-silico-Analyse bildeten die mRNA-Expressionsdaten der 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie des The Cancer Genom Atlas Program (TCGA), die 

vom Eli and Edythe L. Broad Institute of MIT and Harvard (Broad Institute) ausgewertet 

wurden. Die Studie umfasst insgesamt 186 Gewebeproben von 185 Patienten, die in vier 

verschiedenen Krankheitsentitäten unterteilt werden konnten. Acht Gewebeproben 

stammten von Patienten mit einem neuroendokrinen Tumor des Pankreas, jeweils eine 

Probe zeigte ein undifferenziertes Pankreaskarzinom bzw. einen unspezifizierten 

Pankreastumor. In 176 Gewebeproben wurde ein PDAC nachgewiesen. Für 7 dieser 

Proben lagen jedoch keine mRNA-Expressionsdaten vor. Daher wurden in der folgenden 

in-silico-Analyse 169 Gewebeproben von 168 Patienten mit PDAC untersucht. Die 

Studie wurde über das Webportal cBioPortal for Cancer Genomics (cBioPortal) 

abgerufen. Das cBioPortal wird vom Center for Molecular Oncology des Memorial Sloan 

Kettering Center gehostet und stellt multidimensionale Genomdaten verschiedener 
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maligner Erkrankungen sowie klinische Daten der Probanden der 

Forschungsgemeinschaft frei zur Verfügung [152,153].  

Für die Analyse der mRNA-Expression und der Ko-Expressionen wurden die Gene in 

Abhängigkeit vom diploiden Datensatz für das untersuchte Gen in eine verminderte und 

eine erhöhte mRNA-Expression unterteilt. Die quantitative mRNA-Expression wurde 

anhand der RNA-Sequenzierung unter Verwendung des Erwartungs-Maximierungs-

Algorithmus (RSEM) ausgewertet. Als Grenzwert wurde ein Z-Score von ± 2,0 gewählt. 

Der Z-Score gibt die Entfernung eines bestimmten Datenpunktes vom Mittelwert der 

Daten als Anzahl der Standardabweichungen an. Hierdurch ist eine Identifizierung von 

Ausreißern möglich. Als Referenzgruppe diente die durchschnittliche 

SMAD7-Expression in allen diploiden Zellen der untersuchten Population.  

Folgende durch das cBioPortal vordefinierte Gene wurden auf ihre Expression im PDAC 

und ihre mRNA-Korrelation mit SMAD7 untersucht: ACVR1, ACVR1B, ACVR1C, 

ACVR2A, ACVR2B, ACVRL1, ADAM10, ADAM17, AKT1, AKT1S1, AKT2 , APAF1, 

APH1A, APH1B, ARL11, ARRDC1, ATM, ATR, AURKA, BAD, BCL2, BCL2L1, BMP10, 

BMP15, BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMPR1A, BMPR1B, BMPR2, 

BRAF, BRCA1, BRCA2,CASP10, CASP3, CASP6, CASP7,CASP8, CASP9, CCNA1, 

CCNB1, CCND1, CCND2, CCNE1, CDC25A, CDH1,CDK1, CDK2 CDK4, CDK6, 

CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B, CHEK1, CHEK2, CHUK, CIR1, CSF1, 

CSF1R,CTBP1, CTBP2,CUL1, CXCL8, CXCR1, CXCR2, DAB2, DIRAS3, DLEC1, 

DLL1, DLL3, DLL4, DPH1, DTX1, DTX2, DTX3, DTX3L, DTX4, E2F1, E2F2, E2F3, 

E2F4, E2F5, E2F6, E2F7, E2F8, EGFR, EIF4E, EIF4EBP1, EIF5A2, EP300, ERBB2, 

ERBB3, ERBB4, FANCF, FAS, FBXW7,FGF1, FGF1, FGFR1, FOXO1, FOXO3, GDF11, 

GDF2, GSK3B, HDAC1, HDAC,2 HES1, HES2, HES4, HES5, HES7,HEY1, HEY2, 

HEYL, HIF1A, HLA-G, HRAS, IGF1, IGF1R, INHA, INHBA, INHBB, INHBC 1,ITCH, 

ITGAV, ITGB3, JAG1, JAG2, JAK1, JAK2, KDM5A, KDR, KIT, KRAS, LFNG, MAML1, 

MAML2, MAML3, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K3, MAP2K4, MAP2K5, MAP3K1, 

MAP3K2, MAP3K3, MAP3K4, MAP3K5, MAPK1, MAPK12, MAPK14, MAPK3, MAPK4, 

MAPK6, MAPK7, MAPK8, MAPK9, MDC1, MDM2, MDM4, MFNG, MLH1, MLST8, 

MMP1, MMP10, MMP11, MMP12, MMP13, MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP19, 

MMP2, MMP21, MMP23B, MMP24, MMP25, MMP26, MMP27, MMP28, MMP3, MMP7, 

MMP9, MSH2, MTOR, MYC, NCOR2, NCSTN, NFKB1, NFKB2, NHBE, Nodal GDF1, 

NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, NRARP, NUMB, NUMBL, OPCML, PARP1, 

PDGFA, PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PDPK1, PEG3, PIK3CA, PIK3R1, PIK3R2, 

PLAGL1, PSEN1, PSEN2, PSENEN, PTEN, PTK2, RAB25, RAD51, RAF1, RASSF1, 

RB1, RBL1, RBL2, RBPJ, RBPJL, RFNG, RHEB, RICTOR, RPS6, RPS6KA1, 

RPS6KA2, RPS6KB1, RPS6KB2, RPTOR, SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD5, 
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SMAD6, SMAD7, SMAD9, SNW1, SPARC, SPEN, SPTBN1, SRC, STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT5A, STAT5B, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, 

TGFBRAP1, TP53, TP53BP1, TSC1, TSC2, VEGFA, VEGFB, WFDC2, WWOX, 

ZFYVE9.  

Eine signifikante Ko-Expression mit SMAD7 wurde angenommen, wenn p < 0,001 

erreicht wurde. Anschließend wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson für diese 

Gene durchgeführt. Alle Daten und Grafiken der in dieser Arbeit verwendeten Studien 

wurden am 29. Januar 2019 von cbioportal.org abgerufen. 

In einem weiteren Schritt wurden die Gene, die in der Korrelationsanalyse ihrer 

mRNA-Expression, im Vergleich mit der SMAD7-mRNA-Expression, einen 

Korrelationskoeffizienten von r > 0,3 und eine Signifikanz von p < 0,001 aufwiesen, auf 

ihre Expression im eigenen Patientenkollektiv untersucht. Dazu wurden die 

20 PDAC-Gewebeproben der in Kapitel 3.2 und Tabelle 1 beschriebenen Studiengruppe 

verwendet. Die analysierten Gene umfassten die Gene CASP7, CDC25A, MAP3K3, 

MAPK3 und TP53BP1. Darüber hinaus wurde auch die Expression der VEGFB-mRNA 

als Vertreter der VEGF-Wachstumsfaktoren-Familie im eigenen Patientenkollektiv 

untersucht. 

3.9 Statistische Auswertung 

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm R durchgeführt. Für die 

Ergebnisse wurden die Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) der jeweils 

dreifach wiederholten Tests berechnet. Das Vorliegen einer Normalverteilung wurde mit 

Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests überprüft. Die Analyse der statistischen Signifikanz erfolgte 

mittels t-Test. Dabei wurden p-Werte ≤ 0,05 als signifikant betrachtet. Die 

Unabhängigkeit der Variablen wurde mittels Chi-Quadrat-Test getestet. Für die 

Korrelationsanalysen wurde aus Gründen der Vergleichbarkeit der Ergebnisse eine 

Normalverteilung angenommen und der Pearson-Test verwendet. Für die Effektstärke 

wurden die Effektgrenzen nach Cohen gewählt, wobei der Zusammenhang wie folgt 

definiert wurde: r > 0,1 schwach, r > 0,3 mittel und r > 0,5 stark [154]. Zur Feststellung 

eines statistischen Zusammenhanges wurde eine Regressionsanalyse durchgeführt. Für 

die Auswertung der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie (TCGA) des cBioPortals wurde 

unter der Annahme einer Normalverteilung der Datengrundgesamtheit die 

Korrelationsanalyse nach Pearson gewählt und zusammen mit der Signifikanz 

dargestellt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Klassifikation der untersuchten humanen PDAC-Patientengewebe 

Von den 57 Patientengewebeproben, die im Rahmen einer Pankreasresektion am 

Universitätsklinikum Halle entnommen wurden (npG: 12, CP: 25, bestätigtes PDAC: 20), 

stammten die PDAC-Gewebeproben von 9 weiblichen (45 %) und 11 männlichen (55 %) 

Patienten. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Resektion betrug 65,7 Jahre. 

Mehrheitlich wurden, nach TNM-Klassifikation, fortgeschrittene Tumore im T3- (11 Fälle, 

55 %) und T4-Stadium (4 Fälle, 20 %) diagnostiziert. Bei weiteren 3 Fällen lag ein 

T1-Stadium (15 %) und in 2 Fällen ein T2-Stadium (10 %) vor. Eine Beteiligung der 

Lymphknoten im Rahmen eines N1-Status konnte in 14 Fällen (70 %) diagnostiziert 

werden (N0: 6 Fälle, 30 %). Eine Fernmetastasierung und somit ein M1-Stadium wurden 

in 7 Fällen (35 %) festgestellt (M0-Stadium: 13 Fälle, 65 %). Überwiegend lagen 

schlecht oder nur mäßig differenzierte Karzinome, mit mehrheitlich G3-

Grading (11 Karzinome, 55 %) vor. Zusätzlich lagen 3 Karzinomen mit einem Grading 

zwischen G2 – G3 (15 %) vor sowie 5 Karzinome mit dem Grading G2 (25 %). Ein G1-

Grading ließ sich nur bei einem 1 Karzinom (5 %) bestätigen. 

4.2 Expression von Smad7 in humanen Pankreasgeweben 

4.2.1 mRNA-Expression von SMAD7 

In den untersuchten PDAC-Geweben zeigte sich eine 3,5-fach erhöhte 

mRNA-Expression von SMAD7 im Vergleich zu nicht-pathologisch verändertem 

Pankreasgewebe (p < 0,001). Verglichen mit Geweben mit chronischer Pankreatitis war 

die SMAD7-mRNA-Expression in Karzinomgeweben um das 1,9-fache 

erhöht (p < 0,001). In den untersuchten Proben war eine insgesamt erhöhte sowie mit 

steigendem Tumorstadium von T1 bis T3 zunehmende, relative 

Abbildung 1: Erhöhte mRNA-Expression von SMAD7 in humanen Pankreasgeweben und 
Vergleich der SMAD7-Expression in den Tumorstadien T1 bis T4 (*** p < 0,001). 
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SMAD7-mRNA-Expression auffällig. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte 

in dieser Untersuchung jedoch nicht belegt werden (p = 0,30 bzw. p = 0,27; Abb.  1). 

4.2.2 Proteinexpression von Smad7 

Das immunhistochemisch untersuchte nicht-pathologisch veränderte Pankreasgewebe 

zeigte eine homogene, schwache Smad7-Färbung in azinären und duktalen Zellen des 

Pankreas. Weiterhin wurde eine vorwiegend zytoplasmatische Expression von Smad7 

festgestellt. Die Auswertung mittels IRS ergab insgesamt eine schwache Färbung 

(Punktzahl = 4,71; Abb. 2). 

In Geweben mit chronischer Pankreatitis wurden Smad7-Proteine in moderater Intensität 

in duktalen Zellen sowie in Stromazellen angefärbt. Auch hier zeigte sich vor allem ein 

zytoplasmatisches Expressionsmuster mit sehr geringer Anfärbung der Nuklei. Mit 

einem Punktwert von 6,79 Punkten wurde gemäß IRS eine moderate Färbung 

nachgewiesen (Abb. 3). 

Die PDAC-Gewebeproben zeigten eine starke Färbung der Karzinomzellen sowie der 

Stromazellen. Es zeigte sich ein starkes zytoplasmatisches und ein moderates nukleäres 

Expressionsmuster von Smad7. Die Auswertung anhand des IRS ergab mit 

10,65 Punkten eine starke Färbung (Abb. 4). 

Abbildung 3: Nachweis von Smad7 in Geweben mit chronischer Pankreatitis. 

 Abbildung 2: Nachweis von Smad7 in nicht pathologisch verändertem Pankreasgewebe. 
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Die Auswertung der gefärbten Paraffinschnitte nach dem IRS zeigte eine signifikant 

erhöhte Smad7-Proteinexpression zwischen nicht-pathologisch verändertem 

Pankreasgewebe und Geweben mit PDAC (4,71 ± 2,1 Punkte bzw. 10,65 ± 1,7 Punkte, 

p < 0,01). Der Vergleich zwischen npG und chronischer Pankreatitis zeigte ebenfalls 

eine signifikant erhöhte Proteinexpression von Smad7 (4,71 ± 2,1 Punkte bzw. 

6,79 ± 2,2 Punkte, p < 0,01). Weiterhin konnte auch eine signifikant höhere 

Smad7-Expression in PDAC-Geweben im Vergleich zu Geweben mit CP nachgewiesen 

werden (6,79 ± 2,2 Punkte bzw. 10,65 ± 1,7 Punkte, p < 0,01; Tab. 2, Abb. 5). 

 

Tabelle 2: Ergebnisse der Immunhistochemie nach IRS. 

Gewebeart 
(je n = 3) 

Färbeintensität der 

Braunfärbung (M) 

Punktzahl positiv 

gefärbter Zellen (M) 

Gesamtpunkt-

zahl (M) 

Ergebnis 
nach IRS 

npG 1,86 2,53 4,71 
Schwache 
Färbung 

Chronische 
Pankreatitis 

2,34 2,9 6,79 
Moderate 
Färbung 

PDAC- 
Gewebe 

2,9 3,63 10,65 
Starke  
Färbung 

Abbildung 4: Nachweis von Smad7 in PDAC-Geweben. 

Abbildung 5: Immunhistochemischer Smad7-Nachweis in humanen Pankreasgewebe. 



Error! Use the Home tab to apply Überschrift 1 to the text that you want to appear here. 37 

  

4.3 In-silico-mRNA-Expressionsanalyse der Pancreatic-Adenocarcinoma-

Studie mittels des cBioPortals 

Das untersuchte Studienkollektiv der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie (TCGA) des 

Broad Institute umfasste mRNA-Expressionsdaten von 169 Patientengewebeproben mit 

diagnostiziertem PDAC. Nach TNM-Klassifikation waren alle Tumorstadien vertreten. 

Am häufigsten lag ein T3-Stadium mit einer Lymphknotenbeteiligung im Sinne eines 

N1-Stadiums ohne Fernmetastasierung sowie mit einem G2-Grading vor (Tab. 3).  

Tabelle 3: Zusammenfassung der PDAC-Patientendaten des cBioPortals. 

Geschlecht, n (%): 

Weiblich  75 (44,3 %)  Männlich  94 (55,7 %)    

Alter bei Erstdiagnose: 

64,9 Jahre  

Stadium, n (%): 

T1  6 (3,6 %)  T3  140 (82,8 %)      

T2  19 (11,2 %)  T4  3 (2,8 %)  k. A.  1 (0,6 %)  

Grading, n (%): 

G1  24 (14,2 %)  G3  48 (28,4 %)  Gx  2 (1,2 %)  

G2  94 (55,6 %)  G4  1 (0,6 %)      

Lymphknotenstatus, n (%): 

N0  45 (26,6 %)  N1b  4 (2,4 %)  N3  0 (0 %)  

N1  124 (69,8 %)  N2  0 (0 %)  Nx  2 (1,2 %)  

Metastasen, n (%): 

M0  79 (46,7 %)  M1  4 (2,4 %)  Mx  86 (50,9 %) 

Resektionsstatus, n (%): 

R0  99 (58,6 %)  R2  5 (3 %)      

R1  51 (30,2 %)  Rx  14 (8,3 %)      

Krankheitsfreies Überleben:  

14,8 Monate  

Gesamtüberleben:  

16,9 Monate  

4.3.1 mRNA-Expression der kanonischen TGF-β-Signalkaskade im PDAC 

Zunächst wurden die Veränderungen der mRNA-Expression der weiteren, an der 

TGF-β-Signaltransduktion beteiligten Smad-Proteine beim PDAC untersucht. Hier ist 

auffällig, dass für SMAD2, SMAD4 und SMAD7 insgesamt die meisten Veränderungen 

der mRNA-Expressionen festgestellt wurden, diese jedoch überwiegend in Form einer 

verminderten Expression. Einen signifikanten, schwach positiven Zusammenhang 

konnte zwischen der mRNA-Expression von SMAD1 und SMAD7 nachgewiesen 

werden (r = 0,26, p < 0,001, n = 169). Die Korrelation nach Pearson zeigte zwischen den 

Genen SMAD4, TGFBR1 sowie TGFBR2 und SMAD7 einen signifikanten, mittleren 

positiven Zusammenhang der mRNA-Expression (r = 0,34, p < 0,001, n = 169; r = 0,32, 

p < 0,001, n = 169; r = 0,41, p < 0,001, n = 169). Eine signifikante, stark positive 
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Korrelation der mRNA-Expression bestand zwischen den Genen SMAD2 und 

SMAD7 (r = 0,52, p < 0,001, n = 169). Im Gegensatz dazu konnte kein signifikanter 

Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression der Gene SMAD3, SMAD5, SMAD9 

und SMAD7 nachgewiesen werden (Abb. 6 und 7). 

4.3.2 Veränderungen der mRNA-Expression von Zielgenen der 

nicht-kanonischen TGF-β-Signalkaskade 

Anschließend wurden zwei Zielgene des nicht-kanonischen TGF-β-Signalweges auf 

eine Korrelation der mRNA-Expression mit SMAD7 im PDAC untersucht. Zum einem 

Abbildung 6: Oncoprint der mRNA-Expression der Gene des kanonischen TGF-β-Signalweges.  
Rote Felder stellen eine erhöhte (Z-Score ≥ 2,0), blaue Felder eine verminderte (Z-Score ≤ 2,0) 
und graue Felder eine unveränderte mRNA-Expression dar. Nicht alternierte Gewebeproben 
werden nicht dargestellt. Abgerufen von cbioportal.org. 

Abbildung 7: Korrelationsdiagramm der mRNA-Expression von SMAD1, SMAD2, SMAD4, 
TGFBR1 und TGFBR2 mit SMAD7. Abgerufen von cbioportal.org. 
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wurde die Rho-GTPase RHOA, zum anderen die Unterform AKT1 der Proteinkinase B 

analysiert. Es konnte keine signifikante Korrelation nach Pearson zwischen der 

mRNA-Expression von RHOA und AKT1 mit SMAD7 nachgewiesen werden (r = 0,13, 

p = 0,1, n = 169; r = -0,01, p = 0,89, n = 169). 

4.3.3 In-silico-Analyse der mRNA-Expression von verschiedenen Genen im 

PDAC mittels des cBioPortals 

Von den 285 in der in-silico-Analyse untersuchten Genen zeigten 9 Gene (CASP7, 

CDC25A, E2F8, MAP3K3, MAPK3, PDPK1, STAT5A, TP53BP1, VEGFB) eine zu 

SMAD7 signifikant (p < 0,001) korrelierende mRNA-Expression im PDAC (Abb. 8 

und 9). 

Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte einen signifikanten, mittleren negativen 

Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression von CASP7, CDC25A und MAPK3 mit 

SMAD7 (r = -0,32, p < 0,001, n = 169; r = -0,4, p < 0,001, n = 169; r = -0,38, p < 0,001, 

n = 169). Weiterhin konnte eine signifikante, schwach negative Korrelation zwischen der 

mRNA-Expression von E2F8 und SMAD7 nachgewiesen werden (r = -0,28, p < 0,001, 

n = 169). Ein signifikanter, schwach positiver Zusammenhang konnte zwischen der 

STAT5A- sowie der VEGFB-mRNA-Expression und der SMAD7-mRNA-Expression 

gezeigt werden (r = 0,27, p < 0,001, n = 169; r = 0,22, p < 0,001, n = 169). Zwischen der 

mRNA-Expression von PDPK1 und SMAD7 konnte keine Korrelation festgestellt 

werden (r = 0,01, p = 0,9, n = 169). Dagegen konnte eine signifikante stark positive 

Korrelation zwischen der MAP3K3- und TP53BP1-mRNA-Expression sowie der 

SMAD7-mRNA-Expression nachgewiesen werden (r = 0,56, p < 0,001, n = 169; 

r = 0,39, p < 0,001, n = 169; Abb. 9).  

Abbildung 8: Oncoprint der untersuchten Gene, welche eine zur SMAD7-mRNA-Expression 
signifikant korrelierende mRNA-Expressionen aufwiesen. 
Rote Felder stellen eine erhöhte (Z-Score ≥ 2,0), blaue Felder eine verminderte (Z-Score ≤ 2,0) 
und graue Felder eine unveränderte mRNA-Expression dar. Nicht alternierte Gewebeproben 
werden nicht dargestellt. Abgerufen von cbioportal.org. 
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4.3.4 Korrelationsanalyse der in silico ermittelten Gene im eigenen 

Patientenkollektiv 

Die Korrelation nach Pearson zeigte keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der 

mRNA-Expression von CDC25A und SMAD7 im eigenen Patientenkollektiv (r = 0,37, 

p = 0,11, n = 20). Eine signifikante, stark positive Korrelation konnte zwischen der 

mRNA-Expression von CASP7 und SMAD7 nachgewiesen werden (r = 0,57, p < 0,01, 

n = 20). Weiterhin konnte für die Gene MAP3K3, MAPK3, TP53BP1 und VEGFB ein 

signifikanter, stark positiver Zusammenhang der jeweiligen mRNA-Expression mit der 

SMAD7-mRNA-Expression ermittelt werden (r = 0,71, p < 0,001, n = 20; r = 0,82, 

p < 0,001, n = 20; r = 0,89, p < 0,001, n = 20; r = 0,91, p < 0,001, n = 20; Abb. 10). 

Abbildung 9: Korrelationsanalyse der mRNA-Expression der in silico ermittelten Gene CASP7, 
CDC25A, E2F8, MAP3K3, MAPK3, PDPK1, STAT5A, TP53BP1 und VEGFB in Abhängigkeit der 
mRNA-Expression von SMAD7. Abgerufen von cbioportal.org. 
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4.4 Expression von Smad7 in humanen PDAC-Zelllinien 

In allen drei untersuchten humanen PDAC-Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 und PANC-1 

konnte eine Expression von Smad7 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 

nachgewiesen werden. Im Vergleich der untersuchten Zelllinien konnten keine 

signifikanten Unterschiede in der Smad7-mRNA- und Proteinexpression nachgewiesen 

werden (Abb. 11). 

4.5 Transienter Knockdown von Smad7 durch siRNA in etablierten 

PDAC-Zelllinien 

In allen drei untersuchten, etablierten Zellenlinien zeigte sich nach Transfektion mit 

Smad7-siRNA eine signifikante, relative Reduktion der Smad7-Expression, sowohl auf 

mRNA-, als auch auf Proteinebene (Tab. 4, Abb. 12 – 14).  

 

Abbildung 10: Korrelationsanalyse der mRNA-Expression der Gene CASP7, CDC25A, 
MAP3K3, MAPK3, TP53BP1 und VEGFB verglichen mit der SMAD7-mRNA-Expression im 
eigenen Patientenkollektiv (n = 20). 

Abbildung 11: mRNA- und Proteinexpression von Smad7 in den PDAC-Zelllinien BxPC-3, 
CAPAN-1, PANC-1. 
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Tabelle 4: Relative Reduktion der Smad7-mRNA- und -Proteinexpression nach Transfektion 
mit Smad7-siRNA im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA. 

 Zelllinie 
 BxPC-3 CAPAN-1 PANC-1 

SMAD7-mRNA-Expression 
[%, Referenzbereich] 

53,1 (± 27,1) 57,2 (± 8,5) 18,9(± 7,5) 

Relative Reduktion [%] 46,9 42,8 81,1 

p 0,04 < 0,001 < 0,001 

Smad7-Proteinexpression  
[%, Referenzbereich] 

34,8 (± 7,3) 83,7 (± 8,5) 70,2 (± 4,4) 

Relative Reduktion [%] 65,2 16,3 29,9 

p 0,03 0,03 0,03 
 

 

 

4.5.1 Auswirkung des transienten Smad7-Knockdowns auf die 

TGF-β-Signalkaskade 

Im Rahmen des kanonischen TGF-β-Signalweges konnte durch Transfektion mit 

Smad7-siRNA in der PDAC-Zelllinie PANC-1 eine signifikante Reduktion der relativen 

mRNA-Expression der Gene SMAD4 und TGFBR1 erzielt werden (Tab. 5, Abb. 15). 

Abbildung 12: Darstellung der PCR- und Western-Blot-Ergebnisse der PDAC-Zelllinie BxPC-3 
nach siRNA-abhängigem Smad7-Knockdown im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA 
(* p < 0,05). 

Abbildung 13: Darstellung der PCR- und Western-Blot-Ergebnisse der PDAC-Zelllinie CAPAN-1 
nach siRNA-abhängigem Smad7-Knockdown im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA 
(* p < 0,05, *** p < 0,001). 

Abbildung 14: Darstellung der PCR- und Western-Blot-Ergebnisse der PDAC-Zelllinie PANC-1 
nach siRNA-abhängigem Smad7-Knockdown im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA 
(* p < 0,05, *** p < 0,001). 
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Tabelle 5: Relative Reduktion der mRNA-Expression der Gene SMAD2, SMAD4 und TGFBR1 
des kanonischen TGF-β-Signalweges nach Transfektion mit Smad7-siRNA im Vergleich zur 
Transfektion mit SCR-siRNA. 

mRNA-Expression 
[%, Referenzbereich] 

Zelllinie 

BxPC-3  CAPAN-1 PANC-1 

SMAD2 85,4 (± 24,4) 104,2 (± 44,3) 83,8 (± 10,3) 

Relative Änderung [%] - 14,6 + 4,2 - 16,2 

p 0,4 0,9 0,1 

SMAD4 51,9 (± 45,9) 105,7 (± 10,4) 62,8 (± 13,9) 

Relative Änderung [%] - 48,1 + 5,7 - 37,2 

p 0,2 0,4 < 0,05 

TGFBR1 81,4 (± 10,7) 104,6 (± 23,9) 77,5 (± 9,4) 

Relative Änderung [%] - 18,6 + 4,6 - 22,5 

p 0,09 0,7 0,05 
  

Die Analyse der mRNA-Expression der Downstream-Effektoren AKT1 und RHOA des 

nicht-kanonischen TGF-β-Signalweges zeigte nach Transfektion mit Smad7-siRNA in 

der Zelllinie PANC-1 eine signifikante Reduktion der AKT1-Expression um 24 % 

gegenüber der SCR-siRNA. Ebenfalls in der Zelllinie PANC-1 konnte eine signifikante 

Verminderung der Expression von RHOA-mRNA um 21 % im Vergleich zur SCR-siRNA 

nachgewiesen werden. In den Zelllinien BxPC-3 und CAPAN-1 konnten keine 

signifikanten Expressionsveränderungen nachgewiesen werden (Abb. 16, Tab. 6). 

Abbildung 15: Darstellung der PCR-Ergebnisse der Gene SMAD2, SMAD4 und TGFBR1 in den 
PDAC-Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 und PANC-1 nach siRNA-abhängigem Smad7-Knockdown 
im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA (* p < 0,05). 

Abbildung 16: Einfluss des transienten Knockdowns von Smad7 auf die mRNA-Expression von 
AKT1 und RHOA in den untersuchten PDAC-Zelllinien (* p < 0,05, ** p < 0,01). 
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Tabelle 6: Relative Reduktion der mRNA-Expression der Gene AKT1 und RHOA des 
nicht-kanonischen TGF-β-Signalweges nach Transfektion mit Smad7-siRNA im Vergleich zur 
Transfektion mit SCR-siRNA. 

mRNA-Expression 
[%, Referenzbereich] 

Zelllinie 

BxPC-3 CAPAN-1 PANC-1 

AKT1 95,4 (± 24,2) 99,4 (± 34,6) 75,6 (± 5,5) 

Relative Änderung [%] - 4,6 - 0,6 - 24,4 

p 0,8 0,9 < 0,01 

RHOA 96,1 (± 27,4) 100,9 (±16,6) 78,9 (± 5,6) 

Relative Änderung [%] - 3,9 + 0,9 - 21,1 

p 0,8 0,9 < 0,05 

4.5.2 Auswirkung der Transfektion mit Smad7-siRNA auf die in silico ermittelten 

Gene 

In den untersuchten Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 und PANC-1 führte die Reduktion der 

endogenen Smad7-Expression durch siRNA zu keiner signifikanten Veränderung der 

mRNA-Expression von CASP7, CDC25A, E2F8, STAT5A und VEGFB. Im Gegensatz 

dazu konnte durch die Transfektion mit Smad7-siRNA in der Zelllinie BxPC-3 eine 

signifikante Reduktion der MAP3K3-mRNA-Expression erreicht werden. In allen drei 

untersuchten Zelllinien zeigte sich eine tendenziell verminderte mRNA-Expression von 

MAPK3, jedoch ohne statistische Signifikanz. Zusätzlich konnte die mRNA-Expression 

von PDPK1 in der Zelllinie BxPC-3 um 30 % und in der Zelllinie PANC-1 um 28 % 

reduziert werden. Eine Reduktion der TP53BP1-mRNA-Expression um 24,5 % konnte in 

der Zelllinie PANC-1 erzielt werden, während in den Zelllinien BxPC-3 und CAPAN-1 

keine signifikanten Veränderungen nachgewiesen wurden. Die Transfektion mit 

Smad7-spezifischer siRNA führte in der Zelllinie PANC-1 zu einer Reduktion der 

mRNA-Expression von TP53 um 31,5 % und 12,2 % in der Zelllinie BxPC-3 im Vergleich 

zur SCR-siRNA. In der Zelllinie CAPAN-1 konnte keine Änderung der 

TP53-mRNA-Expression nachgewiesen werden (Abb. 17, Tab. 7). 

Abbildung 17: Auswirkung der Smad7-siRNA auf die mRNA-Expression von MAP3K3, PDPK1, 
TP53 und TP53BP1 im Vergleich zur SMAD7-mRNA-Expression in den PDAC-Zelllinien BxPC-3, 
CAPAN-1 und PANC-1 (* p < 0,05). 
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4.6 Auswirkungen der Stimulierung mit rekombinantem TGF-β1 auf die 

TGF-β-Signalkaskade und VEGFB in der PDAC-Zelllinie PANC-1 

Nach der Stimulation der Zelllinie PANC-1 mit rekombinantem TGF-β1 konnte nach 

30 Minuten eine tendenziell erhöhte Smad7-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse waren statistisch nicht 

signifikant (202,1 ± 52,0 %, p = 0,07; 161,9 ± 43,6 %, p = 0,1). Infolge der Inhibierung 

der MEK1/2-Phosphorylierung durch U0126 konnte keine signifikante Veränderung der 

Smad7-Expression auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden. Nach alleiniger 

Inkubation mit U0126 konnte keine signifikante Veränderung sowohl der 

SMAD7-mRNA-Expression als auch der Smad7-Proteinexpression nachgewiesen 

werden (Tab. 8, Abb. 18). 

Tabelle 7: Relative Änderung der mRNA-Expression der in silico ermittelten Gene nach 
Transfektion mit Smad7-siRNA im Vergleich zur Transfektion mit SCR-siRNA.  

mRNA-Expression  
[%, Referenzbereich] 

Zelllinie 

BxPC-3 CAPAN-1 PANC-1 

CASP7 146,7 (± 104,6) 108,4 (± 18,6) 118,3 (± 21,2) 

Relative Änderung [%] + 46,7 + 8,4 + 18,3 

p 0,5 0,5 0,3 

CDC25A 110,8 (± 38,3) 96,8 (±33,01) 106,8 (± 27,4) 

Relative Änderung [%] + 10,8 - 3,2 + 6,8 

p 0,7 0,9 0,7 

E2F8 111 (± 30,9) 88,6 (± 46,3) 110,9 (± 52,2) 

Relative Änderung [%] + 11 - 11,4 + 10,9 

p 0,6 0,7 0,75 

MAP3K3 70,9 (± 11,6) 117,9 (± 59,2) 73,4 (± 20,2) 

Relative Änderung [%] - 29,1 + 17,9 - 26,6 

p < 0,05 0,7 0,2 

MAPK3 85,4 (± 22,3) 74,8 (± 35,2) 79,7 (± 18,1) 

Relative Änderung [%] - 14,6 - 25,2 - 20,3 

p 0,4 0,3 0,2 

PDPK1 70,2 (± 9,3) 104,9 (± 8,8) 71,7 (± 11,7) 

Relative Änderung [%] - 29,8 + 4,9 - 28,3 

p < 0,05 0,4 = 0,05 

STAT5A 80,8 (± 17,6) 101,8 (± 13,71) 89,8 (± 22,1) 

Relative Änderung [%] - 19,2 + 1,8 - 10,2 

p 0,3 0,8 0,5 

TP53 87,8 (± 7,5) 173,7 (± 1,2) 68,5 (± 1,1) 

Relative Änderung [%] - 12,2 + 73,7 - 31,5 

p < 0,05 0,4 < 0,05 

TP53BP1 78,8 (± 13,8) 108,6 (± 38,1) 75,4 (± 15,6) 

Relative Änderung [%] - 21,2 + 8,6 - 24,6 

p 0,1 0,7 < 0,05 

VEGFB 80,9 (± 15,2) 112,6 (± 25,5) 89,8 (± 21,7) 

Relative Änderung [%] - 19,1 + 12,6 - 10,2 

p 0,2 0,5 0,5 
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Tabelle 8: Relative Änderung der mRNA- und Proteinexpression von Smad7 in der 
PDAC-Zelllinie PANC-1 30 Minuten nach Stimulation mit rekombinanten TGF-β1. 

  SMAD7-mRNA-Expression  
[%, Referenzbereich] 

Smad7-Proteinexpression 
[%, Referenzbereich] 

DSMO-Kontrolle 100 (± 0) 100 (± 0) 

Relative Änderung [%] ± 0 ± 0 

Medium-Kontrolle 142,1 (± 38,5) 82,6 (± 1,5) 

Relative Änderung [%] + 42,1 - 17,4 

p 0,2 0,2 

U0126 160,9 (± 45,5) 78,4 (± 24,6) 

Relative Änderung [%] + 60,9 - 21,6 

p 0,2 0,3 

TGF-β1 202,1 (± 51,9) 161,99 (± 43,6) 

Relative Änderung [%] + 102,1 + 61,99 

p 0,07 0,1 

TGF-β1 + U0126 335,2 (± 190,07) 138,7 (± 76,3) 

Relative Änderung [%] + 235,2 + 38,7 

p 0,2 0,5 

Auf mRNA- und Proteinebene konnte 72 Stunden nach der TGF-β1-Stimulation 

ebenfalls eine tendenziell erhöhte Smad7-Expression nachgewiesen werden, diese 

Ergebnisse waren jedoch statistisch nicht signifikant (Tab. 9, Abb. 18). 

Tabelle 9: Relative Änderung der mRNA- und Proteinexpression von Smad7 in der 
PDAC-Zelllinie PANC-1 72 Stunden nach Stimulation mit TGF-β1. 

 SMAD7-mRNA-Expression 
[%, Referenzbereich] 

Smad7-Proteinexpression 
[%, Referenzbereich] 

DSMO-Kontrolle 100 (± 0) 100 (± 0) 

Relative Änderung [%] ± 0 ± 0 

Medium-Kontrolle 164,8 (± 80,9) 118,9 (± 39,8) 

Relative Änderung [%] + 64,8 + 18,9 

p 0,6 0,5 

U0126 176 (± 106,7) 111,3 (± 25,7) 

Relative Änderung [%] + 76 + 11,3 

p 0,3 0,5 

TGF-β1 333,1 (± 204,8) 112,5 (± 18,1) 

Relative Änderung [%] + 233,1 + 12,5 

p 0,2 0,4 

TGF-β1 + U0126 356,3 (± 250,6) 56,6 (± 29,2) 

Relative Änderung [%] + 256,3 - 43,4 

p 0,2 0,06 
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Es zeigte sich, 30 Minuten nach der Stimulierung mit rekombinantem TGF-β1, keine 

signifikanten Veränderungen der Smad4-Expression weder auf mRNA- noch auf 

Proteinebene. Nach Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 konnte nach 72 Stunden 

eine tendenzielle Abnahme der Proteinexpression von Smad4 nachgewiesen werden, 

jedoch ohne statistische Signifikanz (54,5 ± 25,5 %, p = 0,09; Abb. 19). 

Die Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 führte in der Zelllinie PANC-1 nach 

30 Minuten zu einer um 36 % erhöhten Expression der 

TGFBR1-mRNA (136,1 ± 11,2 %, p = 0,03). Eine Inkubation mit U0126 oder eine 

kombinierte Behandlung mit TGF-β1 und U0126 zeigte nach 30 Minuten bzw. nach 

72 Stunden keine weiteren signifikanten Veränderungen in der Zelllinie 

PANC-1 (Abb. 20). 

Abbildung 18: Darstellung der Smad7-Expression nach Stimulierung mit rekombinantem 
TGF-β1 auf mRNA- und Proteinebene nach 30 min und 72 h. 

Abbildung 20: Auswirkung der Stimulierung mit rekombinantem TGF-β1 auf die 
mRNA-Expression von TGFBR1. 

Abbildung 19: Darstellung der Smad4-Expression nach Stimulierung mit rekombinantem 
TGF-β1 auf mRNA- und Proteinebene nach 30 min und 72 h. 
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In der Zelllinie PANC-1 wurden nach Stimulation mit TGF-β1, Inkubation mit U0126 oder 

deren Kombination keine signifikanten Veränderungen der AKT1- und 

RHOA-mRNA-Expression im Vergleich zur DSMO-Kontrolle nach 30 Minuten und 

72 Stunden festgestellt (Abb. 21). 

Auch die VEGFB-mRNA-Expression in der Zelllinie PANC-1 zeigte weder nach 

TGF-β1-Stimulation noch nach Inkubation mit U0126 oder deren Kombination 

signifikante Veränderungen nach 30 Minuten sowie nach 72 Stunden (Abb. 22). 

 

4.6.1 Auswirkungen der TGF-β1-Stimulierung auf die MAP-Signalkaskade 

Die Stimulation mit rekombinantem TGF-β1 in Kombination mit einer Inkubation mit 

U0126 führte nach 30 Minuten zu einer Reduktion der MAPK3-mRNA-Expression um 

17,6 % (auf 82,4 ± 6,7 %, p = 0,05). Dieser Effekt war auch nach 72 Stunden noch 

nachweisbar (82,7 ± 6,9 %, p = 0,05). Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich ebenfalls eine 

verminderte Expression der MAPK3-mRNA nach alleiniger Transfektion mit U0126 

sowie nach alleiniger Stimulation mit TGF-β1, jedoch ohne statistische 

Signifikanz (81,2 ± 10,5 %, p = 0,09; 69,0 ± 14,0 %, p = 0,06). Die mRNA-Expression 

Abbildung 21: Auswirkung der TGF-β1-Stimulierung auf die mRNA-Expression von AKT1 und 
RHOA (* p < 0,05, ** p < 0,01). 

Abbildung 22: Auswirkung der Stimulierung mit rekombinantem TGF-β1 auf die 
VEGFB-mRNA-Expression in der Zelllinie PANC-1. 
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von MAP3K3 war 30 Minuten nach der Stimulation mit TGF-β1 in Kombination mit U0126 

ebenfalls reduziert; dieses Ergebnis war statistisch nicht signifikant (86,5 ± 24,1 %, 

p = 0,4). Nach 72 Stunden scheint sich die MAP3K3-Expression wieder zu 

normalisieren (121,6 ± 42,3 %, p = 0,5). Weiterhin zeigte sich nach 30 Minuten eine 

tendenziell erhöhte MAP3K3-mRNA-Expression nach jeweils alleiniger Stimulation mit 

U0126 oder TGF-β1 (115,2 ± 16,3 %, p = 0,2; 135,9 ± 23,6 %, p = 0,1; Abb. 23).  

Auf Proteinebene konnte eine starke Inhibition der Phosphorylierung von ERK1/2 durch 

U0126 nach 30 Minuten nachgewiesen werden (2,5 ± 0,8 %, p < 0,001). Dieser Effekt 

zeigte sich tendenziell auch nach Kombination mit rekombinantem TGF-β1 (57,5 ± 20,6, 

p = 0,07). Nach 72 Stunden war dieser Effekt auf Proteinebene nicht mehr nachweisbar. 

Die nicht-phosphorylierte Form der ERK1/2-Kinase zeigte nach Stimulation mit TGF-β1 

und Inkubation mit U0126 weder nach 30 Minuten noch nach 72 Stunden eine 

signifikante Veränderung ihrer Expression (Abb. 23). 

 

Abbildung 23: Auswirkung der TGF-β1-Stimulierung auf die MAP-Signalkaskade in der Zelllinie 
PANC-1 auf mRNA- und Proteinebene (* p < 0,05, *** p < 0,001). 
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5 Diskussion 

Eine Überexpression des inhibitorischen Smad7 wurde bereits in der Literatur bei 

verschiedenen malignen Tumoren, wie dem Ösophaguskarzinom, dem Magenkarzinom 

und dem kolorektalen Karzinom beobachtet [97]. Im Falle des PDAC wurde eine erhöhte 

Expression des inhibitorischen Smad7 festgestellt, die im Rahmen seiner dichotomen 

Eigenschaft als Tumorsuppressor und Onkogen mit gesteigerter Tumorgenität 

einherging [113]. Darüber hinaus gilt der TGF-β-Signalweg als einer der wichtigsten 

pathophysiologischen Faktoren bei der Entstehung und Progression des duktalen 

Adenokarzinoms des Pankreas [6]. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss von 

Smad7 auf die TGF-β-Signaltransduktion im PDAC zu analysieren. 

In dieser Arbeit wurde durch verschiedene Methoden der Nachweis einer 

Überexpression von Smad7 im PDAC erbracht. Es konnte dabei eine 3,5-fach erhöhte 

mRNA-Expression von SMAD7 im PDAC im Vergleich zu normalem Pankreasgewebe 

nachgewiesen werden. Damit bestätigt diese Arbeit die bereits vorhandene Studienlage 

mit einem größeren Patientenkollektiv auf mRNA-Ebene [113,117]. Erstmals konnte eine 

erhöhte Expression von SMAD7-mRNA im PDAC im Vergleich zu Gewebe mit CP 

gezeigt werden. Allerdings konnten keine, statistisch signifikanten, Unterschiede in der 

SMAD7-mRNA-Expression zwischen den einzelnen Tumorstadien T1 bis T4 gezeigt 

werden. Dies ist wahrscheinlich auf das kleine Studienkollektiv zurückzuführen, da die 

Teststärke nicht ausreicht, um einen solchen Effekt nachzuweisen. Weitere Analysen 

mit einer ausreichend großen Versuchspopulation sind notwendig, um eine 

stadienabhängige Smad7-Expression zu untersuchen. 

Immunhistochemisch konnten die vorangegangenen Ergebnisse dieser Studie auf 

Ebene der mRNA und auch auf Proteinebene bestätigt werden. So konnte in dieser 

Arbeit ein starkes Anfärben von Smad7 in Karzinom- und Stromazellen mit einem 

starken zytoplasmatischen und moderaten nukleären Expressionsmuster, in 

PDAC-Geweben im Gegensatz zu npG, gezeigt werden. Diese Ergebnisse stehen 

ebenfalls im Einklang mit der aktuellen Literatur [117,155]. Allerdings zeigte die Hälfte 

des von Singh et al. untersuchten Studienkollektivs keine Smad7-Expression [155]. 

Dieses Ergebnis konnte in der eigenen Untersuchung weder auf mRNA- noch auf 

Proteinebene reproduziert werden. So ließ sich in allen in dieser Studie untersuchten 

PDAC-Geweben ein Nachweis von Smad7 erbringen. Dabei ist zu beachten, dass das 

eigene untersuchte Studienkollektiv deutlich mehr G2- und G3-klassifizierte Karzinome 

umfasste als das von Singh et al. analysierte Gewebe [155]. Weiterhin können diese 

unterschiedlichen Ergebnisse durch untersucherabhängige Einflussfaktoren sowie 

durch Unterschiede der verwendeten Materialien, insbesondere der Antikörper, bedingt 



Error! Use the Home tab to apply Überschrift 1 to the text that you want to appear here. 51 

  

sein. Der in der eigenen Studie verwendete Score zur Beurteilung 

immunhistochemischer Färbungen ist aufgrund der untersucherabhängigen Beurteilung 

fehleranfällig. Der Proteinnachweis von Smad7 in der eigenen Studie bestätigt jedoch 

die Ergebnisse von Kim et al., die ebenfalls eine erhöhte Expression von Smad7 im 

Zytoplasma maligner Zellen des Magenkarzinoms nachweisen konnten [156]. Die 

zytoplasmatische Lokalisation spricht, wie Ito et al. zeigen konnten, für das Vorliegen 

von Smad7 in seiner aktiven Form [96]. Folglich ist daher zu diskutieren, ob die erhöhte 

Smad7-Expression beim PDAC durch den negativen Feedback-Mechanismus des 

TGF-β-Signalweges bedingt ist und somit eine physiologische Reaktion auf das 

Tumorwachstum darstellt. Dies wurde bereits von Osawa et al. für das 

Ösophaguskarzinom postuliert [157]. Unterstützt wird diese Hypothese durch die im 

Vergleich zu npG deutlich erhöhte SMAD7-mRNA-Expression in malignem Gewebe. 

Allerdings ist zu beachten, dass in der hier vorliegenden Studie auch in Geweben mit 

chronischer Pankreatitis, die als mögliche Karzinomvorstufe gilt, eine erhöhte 

Expression von SMAD7-mRNA nachgewiesen wurde. Somit ist auch eine Funktion von 

Smad7 als Tumorpromotor zu diskutieren. Folglich sollte in weiteren Arbeiten das 

Wachstumsverhalten von PDAC-Zellen unter Smad7-Einfluss untersucht werden, um 

zwischen einer tumorsuppressiven oder einer karzinomfördernden Funktion von Smad7 

zu differenzieren. 

Weiterhin konnte Smad7 im eigenen Patientenkollektiv und in den etablierten 

PDAC-Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 sowie PANC-1 sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse ergänzen die bisherigen 

Untersuchungsergebnisse und validieren die Ergebnisse von Kleeff et al. [113]. Es ist zu 

beachten, dass alle drei untersuchten Zelllinien aus Tumorgeweben isoliert wurden, 

wobei PANC-1 und BxPC-3 aus einem Primärtumor und CAPAN-1 aus einer 

Lebermetastase eines PDAC stammen. Somit wurde nur die pathologische Zellbiologie 

des PDAC untersucht, jedoch weder Vorläuferläsionen noch npG analysiert. Die 

Expression von Smad7 konnte bereits in Zelllinien anderer maligner Tumoren, wie dem 

Kolonkarzinom und dem Schilddrüsenkarzinom gezeigt werden [115,158]. Somit wurde 

eine Expression von Smad7 in Zelllinien verschiedener maligner Tumoren 

nachgewiesen, was die Hypothese einer physiologischen Reaktion von Smad7 im 

Rahmen des negativen Feedback-Mechanismus des TGF-β-Signalweges auf ein 

malignes Geschehen unterstützt. 

Um die Rolle des inhibitorischen Smad7 im PDAC näher zu evaluieren, war es das Ziel, 

mögliche „Partner“ von Smad7 zu identifizieren. So ist eine Interaktion von Smad7 mit 

dem NF-κB-Signalweg bereits aus der Literatur bekannt [62]. Für einen solchen 

Nachweis eigenen sich unter anderem Genomexpressionsanalysen und 
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Genomsequenzierungen. Mit diesen Methoden ist es möglich, das gesamte Genom 

eines Gewebes zu untersuchen und so eine Aussage über die quantitative 

Genexpression zu treffen. Aufgrund sinkender Kosten und der damit einhergehenden 

zunehmenden Etablierung dieser Methoden sind immer mehr genetische Analysen von 

malignen Geweben verfügbar [159]. Es stellt sich daher die Frage, inwieweit 

in-silico-Analysen weiterführende in-vitro-Studien vorbereiten und somit wichtige 

Erkenntnisse für die Karzinomforschung liefern können. Um diese Frage zu 

beantworten, wurde in einer eigenen Untersuchung eine in-silico-Analyse der 

mRNA-Expressionsdaten der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie (TCGA) des Broad 

Institute durchgeführt, die über das cBioPortal abrufbar ist. Das cBioPortal des 

Memorial-Sloan-Kettering Cancer Center stellt Genomanalysen verschiedenster Studien 

und Malignome der Forschergemeinschaft frei zur Verfügung und ermöglicht so weitere 

translationale Forschung [152]. Die Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie (TCGA) 

umfasst mRNA-Expressionsdaten von 169 Gewebeproben mit nachgewiesenem PDAC. 

Die Normalisierung der mRNA-Daten erfolgte nach dem RSEM-Prinzip mit einem 

Z-Score von 2,0, wobei der Z-Score die Standardabweichung des gemessenen Wertes 

von der Referenzgruppe angibt. Dadurch ist es einerseits möglich, die Analyse auf Gene 

zu konzentrieren deren Expression deutlich vom Mittelwert abweicht und möglicherweise 

über eine Ko-Expression hinausgeht, andererseits werden Gene mit einer geringeren 

Standardabweichung nicht berücksichtigt. Die Ergebnisse spiegeln somit nur die 

Ausreißer im Untersuchungskollektiv wider. Ein weiterer einschränkender Faktor ist, 

dass die erhobenen Daten nicht immer einer Normalverteilung folgen, jedoch zur 

Vereinfachung eine Normalverteilung nach Pearson angenommen wurde. Dies hat zur 

Folge, dass der gewählte Z-Score weniger zuverlässig ist und folglich falsch positive als 

auch falsch negative Ergebnisse möglich sind. Dieser Fehler tritt vor allem bei bimodal 

verteilten Daten auf und kann auch durch eine Logarithmierung der Daten nicht 

vollständig ausgeschlossen werden. In der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie wurde 

die durchschnittliche SMAD7-mRNA-Expression in allen diploiden Zellen der 

untersuchten Population als Referenz verwendet. Ein Vergleich mit nicht-pathologisch 

verändertem Gewebe war aufgrund des Fehlens von normalem Pankreasgewebe nicht 

möglich. Somit ist in der hier durchgeführten Studie von einem veränderten Mittelwert im 

Vergleich zu npG auszugehen. Darüber hinaus können in der multizentrischen 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie Unterschiede in der Patientenpopulation nicht 

sicher ausgeschlossen werden. Eine generelle Aussage zum Expressionsverhalten von 

SMAD7 in der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie ist daher methodenbedingt nicht 

möglich, jedoch zeigen die Daten eine Tendenz zu einer veränderten Smad7-Expression 

im PDAC. Dies sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. In der 
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Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie waren fortgeschrittene Karzinome im Rahmen eines 

T3-Stadiums und G2-Gradings, sowie eine lokoregionäre Ausbreitung im Sinne eines 

N1-Stadiums am häufigsten. Damit entspricht das untersuchte Studienkollektiv dem 

klinischen Bild eines fortgeschrittenen PDAC bei Diagnosestellung und ähnelt dem 

eigenen Patientenkollektiv. Im Rahmen der in-silico-Analyse konnte eine veränderte 

SMAD7-mRNA-Expression in einer von zehn Gewebeproben sowie ein überwiegend 

verminderter SMAD7-Spiegel in frühen Tumorstadien nachgewiesen werden. Im 

eigenen Patientenkollektiv konnte eine erhöhte SMAD7-Expression in fortgeschrittenen 

Karzinomen gezeigt werden. Zu beachten ist, dass für die Genomanalyse der 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie jeweils die gesamte Gewebeprobe verwendet 

wurde. Somit ist es auch möglich, nicht-pathologisch verändertes Gewebe aus 

Randbereichen des Tumors mit einzubeziehen. Weiterhin enthielten die untersuchten 

Gewebeproben aus der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie neben Karzinomzellen des 

malignen Gewebes auch andere Zellen, wie z. B. Fibroblasten oder Stromazellen. 

Aufgrund dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob Smad7 auch im PDAC als 

physiologischer Tumorsuppressor fungiert und das Tumorwachstum reduzieren kann. 

Diese Hypothese wird durch den quantitativen Anstieg der Smad7-Expression in 

fortgeschrittenen Karzinomen als physiologische Reaktion auf das gesteigerte 

Tumorwachstum unterstützt. Allerdings wird auch eine pathologische Funktion von 

Smad7 als Tumorpromotor diskutiert. So konnte bereits bei der chronischen Pankreatitis, 

die als Präkanzerose für das PDAC gilt, eine erhöhte Expression von Smad7 

nachgewiesen werden. Um zwischen einer physiologischen und einer 

tumorpromotorischen Funktion von Smad7 im PDAC zu unterscheiden, sind weitere 

funktionelle Untersuchungen notwendig. So sollte unter anderem der Einfluss einer 

unterschiedlichen Expression von Smad7 auf das Zellwachstum und die Invasivität der 

Tumorzellen untersucht werden. Weiterhin sollte die Rolle von Smad7 bei der 

Transformation einer chronischen Pankreatitis in ein invasives Adenokarzinom des 

Pankreas untersucht werden. 

Neben dem inhibitorischen Smad7 sind weitere Smads an der intrazellulären 

Signaltransduktion des TGF-β-Signalweges beteiligt, unter anderem Smad2 und 

Smad4. Eine Mutation des als Tumorsuppressor geltenden Co-Smad4 ist eine der 

häufigsten Alternationen im PDAC [5]. Eine Inaktivitätsmutation von Smad4 ist in mehr 

als der Hälfte aller Pankreaskarzinome nachweisbar und mit einem signifikant 

schlechteren Outcome assoziiert [160]. Zudem gilt Smad4 als Transkriptionsregulator 

für Smad7 [161]. In der hier durchgeführten Studie zeigte sich in einem Viertel der in 

silico untersuchten Karzinome eine verminderte mRNA-Expression von SMAD4. 

Darüber hinaus konnte eine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression von 
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SMAD4 und SMAD7 in silico nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestätigen 

bereits vorliegende Untersuchungen [155]. Wie bereits in der Literatur beschrieben, 

spricht dies für eine ähnliche Regulation der Proteine auch im PDAC [90]. Neben Smad4 

spielt auch das R-Smad 2 eine wichtige Rolle im kanonischen TGF-β-Signalweg [59]. Im 

Rahmen der in-silico-Analyse in dieser Studie konnte erstmals eine signifikante, stark 

positive Korrelation der mRNA-Expressionen von SMAD2 und SMAD7 im PDAC gezeigt 

werden. Weiterhin konnte in der Zelllinie PANC-1 eine deutlich verminderte 

mRNA-Expression von SMAD2 und SMAD4 nach Reduktion der endogenen 

Smad7-Expression durch RNA-Interferenz erzielt werden. Eine Beteiligung von Smad2 

an der TGF-β-abhängigen Induktion von Smad7 konnte bereits in Zelllinien mit 

humanen, nicht-pathologisch veränderten Leberzellen gezeigt werden [162]. Die bereits 

in der Literatur beschriebene und durch die vorliegende in-silico-Analyse gestützte 

Hypothese einer Interaktion von Smad2 und Smad4 mit Smad7 im PDAC konnte somit 

durch die eigene in-vitro-Untersuchung bekräftigt werden. Dies unterstützt die bereits in 

der Literatur aufgestellte These einer ähnlichen Regulation von trotz struktureller 

Unterschiede [161]. Diese Ergebnisse stützen die Hypothese einer physiologisch 

erhöhten Smad7-Expression zur Inhibierung des TGF-β-Signalweges als Folge einer 

erhöhten TGF-β-Stimulation der Tumorzelle. Einschränkend ist jedoch anzumerken, 

dass nur in der Zelllinie PANC-1 eine Veränderung der SMAD2- und 

SMAD4-mRNA-Expression nach Smad7-siRNA beobachtet wurde. Dies kann durch die 

unterschiedliche Herkunft der Zelllinien, Primärtumor und Lebermetastase, bedingt sein. 

Zudem liegt in den Zelllinien CAPAN-1 und BxPC-3 eine SMAD4-Mutation vor, die zu 

einer fehlenden Regulation durch Smad7 führen könnte. 

Um die kanonische TGF-β-Signalkaskade zu unterbrechen, ist der TGF-βR1 das 

Hauptziel des inhibierenden Smad7 [50,95]. Dies geschieht zum einen durch die 

Hemmung der R-Smad-Phosphorylierung, zum anderen durch eine Degradation des 

TGF-βR1 über eine Smad7-abhängige SMURF-Aktivierung [60,90,163]. Als Folge eines 

mutierten TGF-βR1 kommt es zu einer deutlichen Reduktion der 

TGF-β-Signaltransduktion und der TGF-β-induzierten Genexpression [164]. Solche 

Mutationen des TGF-βR1 konnten in verschiedenen Karzinomen, wie dem 

Ösophagus- und dem Ovarialkarzinom, nachgewiesen werden [86]. Beim PDAC ist eine 

erhöhte TGF-βR1-Expression mit einem schlechteren Überleben assoziiert [165]. In 

nicht-pathologisch veränderten Granulosazellen konnten Yao et al. eine deutlich erhöhte 

TGF-βR1-Expression nach Smad7-Knockdown nachweisen [166]. In der eigenen Studie 

hingegen führte ein Smad7-Knockdown zu einer deutlich verminderten 

TGFBR1-mRNA-Expression in den PDAC-Zelllinien BxPC-3 und PANC-1. Diese 

Ergebnisse der eigenen Studie deuten somit auf eine veränderte Interaktion zwischen 
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Smad7 und dem TGF-βR1 im Pankreaskarzinom hin, die zu einer Modifikation des 

negativen Feedbackmechanismus führt. Demnach wäre ein vermindertes 

Tumorwachstum bei niedrigen Smad7-Spiegeln zu erwarten. In der vorliegenden Arbeit 

wurde jedoch mehrfach eine erhöhte Expression von Smad7 im PDAC nachgewiesen. 

Daher ist zu diskutieren, ob die gesteigerte Smad7-Expression über eine erhöhte 

TGFBR1-mRNA-Expression zu einem gesteigerten Tumorwachstum führt und Smad7 

konsekutiv als Tumorpromotor im PDAC fungiert. Um die Interaktion zwischen Smad7 

und dem TGF-βR1 im PDAC besser zu verstehen, sind daher weitere Untersuchungen 

notwendig. So sollten zum einen die Folgen einer Überexpression von Smad7 auf die 

TGF-βR1-Expression sowie die Auswirkungen auf die Zellproliferation und -migration 

untersucht werden. 

Neben der kanonischen Signaltransduktion wurden in dieser Studie auch zwei Zielgene 

der nicht-kanonischen TGF-β-Signalkaskade im Rahmen der in-silico-Analyse 

untersucht. Dies ist zum einen die Rho-GTPase RHOA, die in Prostatakarzinomzellen 

sowohl TGF-β als auch Smad7 aktiviert [167]. Diese Studie von Edlund et al. deutet auf 

eine mögliche Interaktion von Smad7 mit GTPasen hin [167]. In der eigenen 

molekularbiologischen Untersuchung konnte nach Transfektion mit Smad7-siRNA eine 

signifikante Reduktion der RHOA-mRNA-Expression in PANC-1-Zellen nachgewiesen 

werden. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte in der in-silico-Analyse keine 

Korrelation zwischen der mRNA-Expression von RHOA und SMAD7 gezeigt werden. 

Diese abweichenden Ergebnisse können zum einen methodisch durch den gewählten 

Z-Score von 2,0 in der in-silico-Analyse bedingt sein, da dieser nur Ausreißer 

berücksichtigt, zum anderen sind aber auch unspezifische Effekte der siRNA als 

limitierend zu berücksichtigen, obwohl das durch siRNA erzielte „Gene silencing“ als 

sehr spezifisch beschrieben wird [168]. So kann eine Überexpression oder eine 

Suppression von Nicht-Zielgenen trotz Verwendung einer Kontroll-siRNA nicht sicher 

ausgeschlossen werden [169]. Für ein genaues Verständnis einer möglichen Interaktion 

zwischen RHOA und SMAD7 sind daher weitere Untersuchungen notwendig. 

Als weiteres Target des nicht-kanonischen TGF-β-Signalweges wurde die 

Serin/Threonin-Proteinkinase AKT1 untersucht. In der eigenen in-vitro-Studie konnte 

nach Smad7-Knockdown durch siRNA eine signifikante Reduktion der 

AKT1-mRNA-Expression in PANC-1-Zellen gezeigt werden. Während dieses Ergebnis 

für eine mögliche Interaktion von AKT1 und SMAD7 spricht, zeigte sich in der 

in-silico-Analyse keine signifikante Korrelation zwischen den mRNA-Expressionen von 

AKT1 und SMAD7. Der fehlende Nachweis einer signifikanten Korrelation in der 

in-silico-Analyse kann auch auf eine mangelnde Studienpower zurückzuführen sein. 

Auch Off-Target-Effekte im Sinne von Kreuzreaktionen mit Sequenzen von 
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Nicht-Zielgenen im Rahmen der RNA-Interferenz sind möglich. Das Ergebnis der 

siRNA-Untersuchung kann daher auf eine mögliche Interaktion von Smad7 mit AKT1 

hinweisen, die weiteren Untersuchungen bedarf. 

Die weiterhin durchgeführte in-silico-Korrelationsanalyse der Pancreatic-

Adenocarcinoma-Studie zeigte signifikante Veränderungen zwischen der 

mRNA-Expression von SMAD7 und CASP7, CDC25A, E2F8, MAPK3, MAP3K3, 

PDPK1, STAT5A, TP53BP1 sowie VEGFB. 

Die Effektor-Caspase 7 (CASP7), die zur Steuerung der Zellapoptose dient, wurde 

bereits von mehreren Arbeitsgruppen als Teil der Tumorgenese verschiedener 

Karzinome beschrieben: So konnten inaktivierende Genmutationen von CASP7 als 

unterstützende Faktoren in der Karzinogenese des Zervixkarzinoms und des 

Magenkarzinoms identifiziert werden [170,171]. Weiterhin wurden durch 

Genomanalysen ein schlechteres Überleben von Patienten mit CASP7-Polymorphismen 

im kolorektalem Karzinom nachgewiesen [172]. Auch im PDAC wurden bereits 

verschiedene Genvarianten von CASP7 beschrieben [173]. Dies deutet auf weitere, 

bisher im PDAC unzureichend untersuchte Gene hin. Die in der eigenen Studie 

durchgeführte in-silico-Analyse zeigte eine negative Korrelation zwischen der 

CASP7- und SMAD7-mRNA-Expression. Konträr hierzu konnte im eigenen 

Patientenkollektiv keine signifikante Korrelation zwischen der Genexpression von 

CASP7 und SMAD7 nachgewiesen werden. Weiterhin konnten in den 

siRNA-Untersuchungen keine signifikanten Veränderungen der 

CASP7-mRNA-Expression nach Smad7-Knockdown gezeigt werden. Somit konnten die 

Ergebnisse der in-silico-Analyse in vitro nicht reproduziert werden. Dies kann zum einen 

durch einen falsch positiven Nachweis einer Korrelation bei Vorliegen einer 

Koexpression in der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie bedingt sein. Zum anderen ist 

ein fehlender Effektnachweis aufgrund der geringen Stichprobengröße im eigenen 

Patientenkollektiv möglich. 

Die Phosphatase Cdc25A spielt sowohl bei der Zellproliferation als auch bei der 

Zellapoptose eine wichtige Rolle [174]. Eine Überexpression von Cdc25A ist in 

verschiedenen Karzinomen mit einer schlechteren Prognose assoziiert, z. B. beim 

hepatozellulärem Karzinom [175,176]. Diese Überexpression wird hauptsächlich durch 

eine transkriptionelle und posttranslationale Dysregulation verursacht, die durch eine 

Mutation des TP53-Onkogenes hervorgerufen wird [175]. Im Gegensatz dazu konnte in 

humanen Pankreaskarzinomzelllinien eine verminderte Cdc25A-Proteinexpression 

nachgewiesen werden, die eine zelluläre Antwort auf die tumorinduzierte 

Hyperproliferation des PDAC darstellen könnte [177]. In der eigenen in-silico-Analyse 

konnte eine inverse Korrelation der mRNA-Expression von SMAD7 und CDC25A 
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nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse werden durch die Erkenntnisse der 

Arbeitsgruppe um Stolfi et al. gestützt, die eine niedrigere Expression von CDC25A in 

Smad7-defizienten kolorektalen Karzinomzellen nachweisen konnten [178]. Im 

Gegensatz dazu konnte in der Untersuchung des eigenen Patientenkollektivs eine 

schwach positive Korrelation zwischen der SMAD7- und CDC25A-mRNA-Expression 

nachgewiesen werden. Jedoch führte der Knockdown von Smad7 mittels siRNA zu 

keiner signifikanten Veränderung der mRNA-Expression von CDC25A in 

PDAC-Zelllinien. Einerseits kann aufgrund der Literatur, der eigenen in-silico-Analyse 

sowie der Untersuchung des eigenen Patientenkollektivs ein Zusammenhang zwischen 

der Expression von Cdc25A und Smad7 vermutet werden. Der Knockdown von Smad7 

durch siRNA konnte diesen möglichen Zusammenhang hingegen nicht bestätigen, was 

den Verdacht nahelegt, dass weitere, bisher nicht untersuchte Faktoren das Ergebnis 

beeinflussen. Weiterhin könnten der nur transiente Knockdown von Smad7 durch die 

siRNA sowie parakrine Effekte zu diesen abweichenden Ergebnissen geführt haben. 

Weitere Untersuchungen sind daher wünschenswert, um einen möglichen 

Zusammenhang zwischen Smad7 und Cdc25a näher zu untersuchen. 

Als Transkriptionsfaktor spielt E2F8 eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese und 

Tumorprogression in verschiedenen Karzinomen [179]. So führte eine verminderte 

Expression von E2F8 in verschiedenen kolorektalen Karzinomzelllinien zu einer 

Inhibition des Tumorwachstums [180]. Darüber hinaus konnte in humanen Geweben mit 

kolorektalem Karzinom eine stadienabhängig erhöhte Expression von E2F8 

nachgewiesen werden [181]. Im hepatozellulärem Karzinom korrelierte eine erhöhte 

Expression von E2F8 mit einem schlechteren Überleben [182]. Für den verwandten 

Transkriptionsfaktor E2F1 wurde bereits eine Funktion als Tumorpromotor im PDAC 

beschrieben [183]. Zudem wurde hier bereits ein therapeutischer Ansatz vorgestellt, da 

Zellen mit einer E2F1-Überexpression eine gesteigerte Apoptose bei Behandlung mit 

Gemcitabin zeigen [184]. Dies wurde für E2F8 im PDAC bisher nicht untersucht. Der in 

der eigenen Studie erbrachte Nachweis einer negativen Korrelation zwischen der 

E2F8- und SMAD7-mRNA-Expression in der in-silico-Analyse könnte auch für dieses 

Gen auf eine bisher nicht beschriebene Rolle im PDAC hinweisen. Limitierend ist 

anzumerken, dass trotz einer Normalisierung der mRNA-Daten nach dem RSEM-Prinzip 

mit einem Z-Score von 2,0 falsch-positive Ergebnisse methodenbedingt nicht 

ausgeschlossen werden können. Die Reduktion der endogenen Smad7-Expression 

durch siRNA führte zu keiner signifikanten Veränderung der E2F8-mRNA-Expression. 

Hierbei ist jedoch der nur transiente Knockdown durch RNA-Interferenz zu 

berücksichtigen, der weiterhin von der Proliferationsrate der Zelllinie abhängig ist [185]. 

Aufgrund der hohen Proliferationsrate der verwendeten PDAC-Zelllinien sowie der 
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kurzen Halbwertszeit von E2F8 ist es daher möglich, dass dieser Effekt nicht 

nachgewiesen werden konnte [186]. 

Die MAP-Kinasen sind dreistufige, hochkonservierte Serin/Threonin-Proteinkinasen, die 

nach extrazellulären Stimuli wie Mitogenen, Wachstumsfaktoren oder Hormonen über 

eine Phosphorylierungskaskade Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktivieren und 

dadurch vielfältige zelluläre Prozesse wie Differenzierung, Zellzyklus, und Apoptose 

regulieren [121]. Die zur Familie der MAP-Kinasen gehörende Mitogen-activated Protein 

Kinase Kinase Kinase 3 (MAP3K3) wird ubiquitär in Geweben exprimiert und ist an der 

Regulation von Zellproliferation und Differenzierung beteiligt [187]. So konnte für die 

MAP3K3 eine Beteiligung an der Tumorprogression und Metastasierung bei 

verschiedenen Karzinomen gezeigt werden [188]. Beim Ovarialkarzinom ist eine 

Überexpression von MAP3K3 mit einem schlechteren Outcome assoziiert [189]. Auch 

beim Ösophaguskarzinom konnte ein vermindertes Überleben bei veränderter 

MAP3K3-Expression gezeigt werden [190]. In PDAC-Zelllinien wurde eine reduzierte 

epithelial-mesenchymale Transition sowie eine yes associated protein-induzierte 

Zellmigration nach MAP3K3-Knockdown nachgewiesen [191]. Basierend auf dieser 

Studienlage erfolgte eine Korrelationsanalyse der MAP3K3- bzw. MAPK3- und 

SMAD7-mRNA-Expression. Sowohl in der durchgeführten in-silico-Analyse als auch im 

eigenen Patientenkollektiv konnte eine Korrelation der mRNA-Expression von MAP3K3 

bzw. MAPK3 und SMAD7 nachgewiesen werden. Unterstützt werden diese Ergebnisse 

durch eine signifikante Reduktion der MAP3K3-mRNA-Expression nach einem 

Smad7-Knockdown mittels siRNA in der Pankreaskrebszelllinien BxPC-3. 

Einschränkend ist jedoch anzumerken, dass dieser Effekt nur in der Zelllinie BxPC-3, 

nicht jedoch in den Zelllinien CAPAN-1 und PANC-1 nachgewiesen werden konnte. 

Diese divergierenden Ergebnisse können zum einen in dem nur transienten Knockdown 

durch siRNA begründet sein, zum anderen ist auch eine Alteration des Zellgenoms durch 

die vorangegangen Zellkultur und Zellpassagierung möglich. Weiterhin können 

parakrine Effekte während der Zellkultur und der siRNA nicht sicher ausgeschlossen 

werden. Aufgrund der signifikanten Korrelation zwischen der mRNA-Expression von 

MAK3K3 bzw. MAPK3 und SMAD7 sowie den Ergebnissen der siRNA in der Zelllinie 

BxPC-3 sollten zum genaueren Verständnis einer möglichen Interaktion weitere 

Untersuchungen durchgeführt werden, die die Auswirkungen auf die Zellproliferation 

und -migration analysieren. 

Mehrere Studien konnten eine Dysregulation von PDPK1 in multiplen Karzinomen, 

einschließlich des PDAC, zeigen [192]. So führte ein Knockdown von PDPK1 in 

Label-retaining cancer cells aus PDAC-Zelllinien zu einer erhöhten Sensitivität 

gegenüber dem Zytostatikum Gemcitabin mit konsekutiv gesteigerter Apoptose [193]. 
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Des Weiteren konnte ein vermindertes Zellwachstum in vivo und in vitro durch Inhibition 

von PDPK1 beim PDAC nachgewiesen werden [194]. Darüber hinaus wurde eine 

Mediation der Zellplastizität, der azinär-duktalen Metaplasie und der Tumorprogression 

durch PDPK1 beim PDAC gezeigt [195]. Auch eine Interaktion von PDPK1 mit dem 

TGF-β-Signalweg über das TGF-β-Rezeptor interacting Protein STRAP wurde bereits 

beschrieben [196]. Weiterhin führte ein Smad7-Knockdown in HeLa-Zellen zu einer 

verminderten PDPK1-Aktivität [197]. Mit PDPK1 wurde somit ein Schlüsseleffektor bei 

der Entstehung des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas identifiziert [195]. Aufgrund 

der bereits nachgewiesenen direkten Interaktion von PDPK1 mit den Smad-Proteinen 

wurde im Rahmen dieser Arbeit die Rolle von PDPK1 im PDAC weiter analysiert. So 

konnte in dieser Studie eine Korrelation der mRNA-Expression von PDPK1 und SMAD7 

in der in-silico-Analyse gezeigt werden. Weiterhin konnte erstmals eine signifikante 

Reduktion der PDPK1-Expression nach Smad7-Knockdown mittels siRNA in den 

humanen Pankreaskrebszelllinien PANC-1 und BxPC-3 nachgewiesen werden. Der 

fehlende Nachweis einer veränderten PDPK1-mRNA-Expression nach Smad7-siRNA in 

der Zelllinie CAPAN-1 kann durch die unterschiedliche Herkunft der Zelllinien begründet 

sein. So stammen die PDAC-Zelllinien PANC-1 und BxPC-3 aus einem Primärtumor, 

während CAPAN-1 aus einer Lebermetastase gewonnen wurde. Zudem zeigte die 

Zelllinie CAPAN-1 eine gute Differenzierung der Tumorzellen, während die Zelllinien 

PANC-1 und BxPC-3 eine schlechte Zelldifferenzierung aufwiesen [139]. Somit können 

die unterschiedlichen Ergebnisse in der eigenen siRNA-Studie auf die unterschiedlichen 

Phänotypen der untersuchten Zelllinien zurückzuführen sein. Basierend auf den 

Ergebnissen der eigenen in-silico-Analyse sowie der siRNA-Untersuchung kann ein 

Zusammenhang zwischen PDPK1 und Smad7 beim PDAC vermutet werden, der über 

eine Koexpression hinausgehen könnte. In Zusammenschau mit den Ergebnissen von 

Emmanouilidi et al. ist es möglich, dass die erhöhte Smad7-Expression zur Inhibierung 

des TGF-β-Signalweges durch eine Interaktion mit PDPK1 zu einer erhöhten 

Tumorgenität des PDAC führt [192]. Dies unterstützt die Hypothese von Smad7 als 

Tumorpromotor im PDAC, möglicherweise in Verbindung mit PDPK1. Die weitere 

Analyse einer möglichen Interaktion von PDPK1 und Smad7 scheint daher ein 

vielversprechender Ansatz zu sein, um die komplexe Zellbiologie des PDAC weiter zu 

verstehen. 

Die STAT-Proteinfamilie spielt als Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle bei der 

Entstehung, Progression und Metastasierung maligner Erkrankungen sowie bei der 

Resistenz gegenüber onkologischen Therapien [128]. So konnte für das STAT-Protein 

STAT5B eine konstante Expression sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma von 

PDAC-Zellen nachgewiesen werden [198]. Im Mausmodell führte ein shRNA-vermittelter 
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STAT5B-Knockdown zu einer stark verminderten Zellproliferation von 

Pankreaskarzinomzellen [199]. Darüber hinaus konnte eine STAT5B-vermittelte 

Resistenz gegenüber Gemcitabin in PANC-1-Zellen mit erhöhter Tumorinvasivität 

nachgewiesen werden [198]. Weiterhin konnte in Pankreaskarzinomzelllinien eine 

Cucurbitacin-B-induzierte Reduktion der STAT5-Expression mit konsekutivem Zellarrest 

und Apoptose gezeigt werden [200]. Damit rückt das Onkogen STAT5B als mögliches 

therapeutisches Ziel für die Behandlung des PDAC in den Fokus der Forschung [201]. 

Für das verwandte Protein STAT5A, das eine sehr hohe Ähnlichkeit in der 

Aminosäuresequenz zu STAT5B aufweist, wurde dies bisher nicht untersucht [202]. Es 

stellt sich daher die Frage, ob STAT5A ebenfalls ein Onkogen darstellt und als Target in 

der Therapie des PDAC dienen könnte. Im Rahmen der eigenen Studie konnte in der 

in-silico-Analyse eine negative Korrelation der mRNA-Expression von STAT5A und 

SMAD7 gezeigt werden. Nach Smad7-Knockdown in den PDAC-Zelllinien BxPC-3, 

CAPAN-1 und PANC-1 konnte jedoch keine signifikante Veränderung der 

STAT5A-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Diese divergierenden Ergebnisse 

der in-silico- und der in-vitro-Studie können zum einen durch die größere Fallzahl der 

in-silico-Studie erklärt werden. Zum anderen kann durch die Verwendung der 

RSEM-Methode in der in-silico-Analyse der falsch-positive Nachweis einer Korrelation 

bei lediglich vorhandener Koexpression aufgrund möglicher Sequenzierungsfehler und 

posttranskriptioneller Modifikationen nicht sicher ausgeschlossen werden. Auch ein 

fehlender Nachweis einer veränderten STAT5A-mRNA-Expression aufgrund der hohen 

Proliferationsrate der Zelllinien und einem nur transienten Knockdown von Smad7 ist 

möglich. Somit sind die bisherigen Forschungsergebnisse zu STAT5B trotz ähnlicher 

Struktur und Funktion nur eingeschränkt auf STAT5A übertragbar. 

Die antiproliferative Wirkung von TP53 als Antwort auf verschiedene Stresszustände 

sowie zellphysiologische Prozesse macht das Protein zu einem primären Ziel der 

Inaktivierung durch Krebszellen [132]. Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 

gehören zu den häufigsten Mutationen im PDAC [203]. Diese werden meist durch eine 

Missense-Mutation verursacht [133]. Dadurch ist TP53 als Transkriptionsfaktor nicht 

mehr in der Lage an die DNA zu binden und die Induktion von Genen zu hemmen, die 

die Zellproliferation reduzieren und eine Apoptose induzieren [204]. Beim duktalen 

Adenokarzinom des Pankreas wird eine TP53-Mutation vor allem in fortgeschrittenen 

intraepithelialen Neoplasien nach einem CDKN2A loss beobachtet [205]. Zur weiteren 

Untersuchung der Funktion von Smad7 beim PDAC erfolgte eine 

in-silico-Korrelationsanalyse der mRNA-Expression von TP53 und SMAD7, in der keine 

signifikante Korrelation der Genexpressionen nachgewiesen werden konnte. Im 

Gegensatz dazu führte die Reduktion der endogenen Smad7-Expression durch 
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RNA-Interferenz, trotz vorliegender TP53-Mutation, zu einer Verminderung der 

TP53-mRNA-Expression in den Zelllinien BxPC-3 und PANC-1. Dies zeigt, dass trotz 

einer häufig beobachteten TP53-Mutation eine Expressionsverminderung des Onkogens 

möglich ist. Die Ergebnisse der RNA-Interferenz unterstützen somit die Hypothese einer 

tumorsupprimierenden Funktion von Smad7. Damit wird die Hypothese einer 

physiologischen Veränderung des Expressionsverhaltens von Smad7 zur 

Tumorsuppression beim PDAC untermauert. 

Neben der Neoangiogenese, der Zellteilung und dem Zellwachstum spielt auch die 

DNA-Reparatur eine wichtige Rolle in der Tumorgenese. Zu den 

DNA-Reparaturproteinen zählt unter anderem das Tumor Suppressor p53 Binding 

Protein (TP53BP1) [129]. Für TP53BP1 konnten wesentliche Funktionen bei der frühen 

DNA-Reparatur nach Bestrahlung, bei DNA-Strangbrüchen sowie bei der 

DNA-Schadensantwort nachgewiesen werden [206]. Eine wichtige Rolle von TP53BP1 

konnte u. a. beim Mammakarzinom gezeigt werden, das bei verminderter 

TP53BP1-Expression mit einem schlechteren Outcome assoziiert war [207]. Zudem 

führte eine aberrante Expression von TP53BP1 zu einer erhöhten Tumorinzidenz beim 

Triple-negativen Mammakarzinom [208]. Bei PDAC-Patienten führte eine verminderte 

Expression von TP53BP1 zu einer höheren N-Klassifikation und einem verminderten 

Überleben [209]. In der durchgeführten in-silico-Analyse der Pancreatic-

Adenocarcinoma-Studie zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der 

mRNA-Expression von TP53BP1 und SMAD7. Dieses Ergebnis konnte im eigenen 

Patientenkollektiv bestätigt werden. Darüber hinaus konnte eine signifikante Reduktion 

der TP53BP1-mRNA-Expression in PANC-1-Zellen nach Smad7-Knockdown gezeigt 

werden. Dies deutet auf eine bisher nicht untersuchte Interaktion zwischen Smad7 und 

dem DNA-Reparaturprotein TP53BP1 hin. Diese Ergebnisse unterstützen auch die 

Hypothese einer tumorsupprimierenden Funktion von Smad7 im PDAC. Um das 

Zusammenspiel von Smad7 und TP53BP1 genauer zu verstehen, sind jedoch weitere 

Untersuchungen notwendig. So sollte beispielsweise der Effekt einer Überexpression 

von Smad7 auf die Expression von TP53BP1 und die Zellproliferation von PDAC-

Zelllinien untersucht werden. 

Die VEGF-Familie besteht aus mindestens sechs Mitgliedern, die wichtige Funktionen in 

der Angiogenese, Zellproliferation und Zellmigration ausüben [134]. In humanen 

Pankreaskarzinomzelllinien konnte für den Vascular Endothelial Growth Factor 

receptor-1 (VEGFR-1) eine wichtige Rolle bei der Zellmigration, Invasion und EMT 

nachgewiesen werden [210]. Die Inhibierung von VEGF-Rezeptoren führte zu einer 

Reduktion der pathologischen Angiogenese, des Tumorwachstums und der 

Metastasierung [211]. Eine erhöhte Expression von VEGF konnte in verschiedenen 
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Karzinomen, unter anderem auch im PDAC, nachgewiesen werden [212]. So führte ein 

Knockdown von VEGF durch RNA-Interferenz in humanen PDAC-Zelllinien bei 

gleichzeitiger Behandlung mit Resveratrol zu einer gesteigerten Apoptose [213]. 

Weiterhin führte die Kombination von Gemcitabin und Resveratrol zu einer stark 

verminderten VEGF-B-Expression sowie zu vermehrtem Zelltod und reduziertem 

Zellwachstum [214]. Dieser Effekt war jedoch bei Vorliegen einer 

VEGF-B-Überexpression deutlich vermindert, was auf eine wichtige Rolle von VEGF-B 

bei Wachstum und Entstehung des PDAC hindeutet [214]. Für VEGF-A steht mit 

Bevacizumab bereits ein Antikörper zur Behandlung des metastasierten Kolonkarzinoms 

und des kleinzelligen Lungenkarzinoms zur Verfügung [215]. Nach den Erkenntnissen 

aus der bisherigen Literatur stellt sich daher die Frage, ob VEGF-B auch beim PDAC ein 

therapeutisches Ziel darstellen könnte. Aufgrund der bereits nachgewiesenen 

Interaktionen zwischen dem TGF-β- und dem VEGF-Signalweg sowohl in 

nicht-pathologisch verändertem als auch in malignem Gewebe wurde eine Korrelation 

der mRNA-Expression von VEGFB und SMAD7 untersucht [216,217]. In der eigenen 

Studie konnte eine Korrelation der mRNA-Expression von VEGFB und SMAD7 sowohl 

in silico als auch in vitro gezeigt werden. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde der 

Effekt eines SMAD7-Knockdowns durch RNA-Interferenz untersucht. Hier konnte jedoch 

keine signifikante Veränderung der VEGFB-mRNA-Expression nachgewiesen werden. 

Diese unterschiedlichen Ergebnisse können zum einen auf die hohe Proliferationsrate 

der PDAC-Zelllinien zurückgeführt werden, zum anderen ist der falsch-positive 

Nachweis einer Korrelation, bei lediglich vorhandener Koexpression in der 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie, methodenbedingt nicht sicher auszuschließen. 

Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Rolle von VEGF-B und Smad7 

beim PDAC zu verstehen. 

Eine Interaktion zwischen dem TGF-β-Signalweg und den Extracellular-signal Regulated 

Kinases (ERK) wurde in der Literatur bereits beschrieben [218]. Insbesondere für die 

phosphorylierte Form der ERK konnten onkogene Eigenschaften durch die Förderung 

der Proliferation und Migration als Antwort auf extrazelluläre Stimuli in verschiedenen 

Karzinomen gezeigt werden [188]. Zu diesen Karzinomen gehört, neben dem 

hepatozellulären Karzinom und dem Melanom, auch das duktale Adenokarzinom des 

Pankreas [219]. So konnten Principe et al. eine TGF-β-induzierte EMT durch ERK sowie 

eine TGF-βR1-abhängige ERK-Phosphorylierung beim PDAC nachweisen [144]. Um die 

Wirkung von TGF-β auf SMAD7, TGFBR1, RHOA, AKT1, ERK sowie VEGF-B in 

PANC-1-Zellen zu untersuchen, erfolgte die Stimulation mit rekombinantem TGF-β1. 

Dabei konnten keine signifikanten Veränderungen in der mRNA-Expression von 

SMAD4, AKT1, RHOA und VEGFB nachgewiesen werden. Allerdings konnte eine leicht 
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erhöhte mRNA-Expression von SMAD7 sowie eine signifikant erhöhte 

TGFBR1-mRNA-Expression in PANC-1-Zellen nach Stimulation mit rekombinantem 

TGF-β1 gezeigt werden. Die nachgewiesene erhöhte TGFBR1-Expression deutet trotz 

der vorliegenden KRAS-Mutation auf eine intakte TGF-β-Signaltransduktion in 

PANC-1-Zellen hin. Die TGF-β1-vermittelte erhöhte SMAD7-Expression bestätigt eine 

vorhandene, negative Feedbackregulation des TGF-β-Signalweges in der Zelllinie 

PANC-1. Somit wird die These einer erhöhten endogenen Expression von Smad7 als 

Antwort auf die Tumorprogression des PDAC unterstützt. Dies bekräftigt die Hypothese 

einer Tumorsuppressorfunktion von Smad7 im duktalen Adenokarzinom des Pankreas. 

Der fehlende Effekt der Stimulation auf die kanonische TGF-β-Signalkaskade kann 

methodisch durch eine falsch gewählte Beobachtungszeit bedingt sein.  

Die divergierenden Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen einen großen 

Forschungsbedarf in Bezug auf eine mögliche Interaktion von SMAD7 mit RHOA, TP53 

und AKT1, um die Zusammenhänge und den Einfluss des inhibitorischen Smad7 auf die 

kanonische und nicht-kanonische TGF-β-Signalkaskade besser zu verstehen und 

zukünftige Therapieoptionen ableiten zu können. Aufgrund unterschiedlicher Ergebnisse 

von in-silico- und in-vitro-Analysen sind für die Gene CASP7, CDC25A, E2F8, STAT5A 

und VEGFB weitere funktionelle Untersuchungen notwendig. Zum besseren Verständnis 

der Funktion von Smad7 in der komplexen Signaltransduktion des TGF-β-Signalweges 

im PDAC wurden die Gene MAP3K3, PDPK1 und TP53BP1 als mögliche Ansatzpunkte 

für die weitere Grundlagenforschung identifiziert. Weiterhin konnte die vorliegende 

Studie verdeutlichen, dass der Forschungsgemeinschaft mit Genom- und 

in-silico-Analysen zukunftsweisende Methoden für wegweisende Erkenntnisse in der 

translationalen Krebsforschung zur Verfügung stehen.
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6 Zusammenfassung 

Das duktale Adenokarzinom ist die am häufigsten vorkommende Neoplasie des 

exokrinen Pankreas. Trotz intensiver Forschung zur Pathophysiologie und Therapie in 

den letzten Jahrzehnten, beträgt das durchschnittliche Überleben nach vollständiger 

Resektion (R0) weiterhin weniger als 2 Jahre [1]. Neben häufigen Mutationen, wie dem 

Onkogen KRAS und dem Tumorsuppressor TP53, spielen auch Veränderungen in der 

TGF-β-Signalkaskade beim Pankreaskarzinom eine wichtige Rolle [5]. Verschiedene 

Studien haben sowohl eine tumorsupprimierende als auch eine onkogene Funktion von 

TGF-β nachgewiesen [144]. In diesem Zusammenhang wurde eine erhöhte Expression 

des inhibitorischen Smad7 bei gleichzeitig höherer Tumorgenität gezeigt [113]. Der 

genaue Einfluss von Smad7 auf die pathologische Zellbiologie des Pankreaskarzinoms 

ist jedoch noch unklar.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Smad7 als inhibitorisches Protein der 

TGF-β-Signalkaskade im duktalen Adenokarzinom des Pankreas näher zu untersuchen. 

So konnte in Geweben mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas sowie in Geweben 

mit chronischer Pankreatitis im Vergleich zu nicht-pathologisch verändertem Gewebe 

des Pankreas eine deutlich erhöhte Expression von Smad7 nachgewiesen werden. 

Immunhistochemisch konnte eine starke zytoplasmatische Expression von Smad7 in 

PDAC-Zellen gezeigt werden.  

Weiterhin wurde eine in-silico-Analyse der 169 Patientengewebeproben umfassenden 

Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie mit Hilfe des cBioPortals durchgeführt. Hier konnte 

eine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression von SMAD7 mit den 

Genen CASP7, CDC25A, E2F8, MAP3K3, MAPK3, PDPK1, STAT5A, TP53BP1 und 

VEGFB in silico gezeigt werden. Im eigenen Patientenkollektiv konnten diese 

Korrelationen für die Gene CASP7, CDC25A, MAPK3, MAP3K3, TP53BP1 und VEGFB 

in vitro reproduziert werden. Für eine weiterführende funktionelle Analyse des 

inhibitorischen Smad7 im duktalen Pankreaskarzinom erfolgte zunächst der Nachweis 

einer konstanten Smad7-Expression in den repräsentativen PDAC-Zelllinien BxPC-3, 

CAPAN-1 und PANC-1. In einem weiteren Schritt konnte durch eine spezifische 

Smad7-RNA-Interferenz eine signifikante Reduktion der endogenen Smad7-Expression 

in allen drei PDAC-Zelllinien erzielt werden. Durch die Verminderung der Expression von 

Smad7 konnte im kanonischen TGF-β-Signalweg eine signifikant reduzierte 

mRNA-Expression von TGFBR1 in BxPC-3- und PANC-1-Zellen sowie von SMAD2 und 

SMAD4 in PANC-1-Zellen nachgewiesen werden. Im Rahmen der nicht-kanonischen 
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TGF-β-Signalkaskade konnte eine Reduktion der Genexpression von AKT1 und RHOA 

in der Zelllinie PANC-1 beobachtet werden. Nach Verwendung von spezifischer 

Smad7-siRNA wurde eine signifikant verminderte mRNA-Expression von MAP3K3 in der 

Zelllinie BxPC-3 sowie von PDPK1 und von TP53BP1 in den Zelllinien BxPC-3 und 

PANC-1 und von TP53 in der Zelllinie PANC-1 nachgewiesen. In einem weiteren Schritt 

wurde der Einfluss von rekombinantem TGF-β1 und einer Inkubation mit dem 

MEK1/2-Phosphorylierungsinhibitor U0126 auf die Zelllinie PANC-1 untersucht. 

Hierdurch konnte eine tendenziell erhöhte SMAD7-mRNA-Expression sowie eine stark 

erhöhte TGFBR1-mRNA-Expression gezeigt werden. Zudem führte die Kombination von 

rekombinantem TGF-β1 und U0126 zu einer signifikanten Reduktion der 

MAPK3-mRNA-Expression. 

Somit konnte in dieser Arbeit die inhibitorische Wirkung von Smad7 auf die kanonische 

sowie auf die nicht-kanonische TGF-β-Signalkaskade im duktalen Adenokarzinom des 

Pankreas nachgewiesen werden. Folglich ist im PDAC von einem weiterhin 

funktionierenden TGF-β-Signalweg mit intaktem negativen Feedbackmechanismus 

auszugehen. Entsprechend einer möglichen onkogenen Wirkung von TGF-β sollte eine 

tumorsuppressive Funktion von Smad7 im duktalen Adenokarzinom des Pankreas 

postuliert werden. Diese Hypothese wird durch eine signifikante Korrelation mit dem 

DNA-Reparaturprotein TP53BP1 sowie dem Tumorsuppressor TP53 unterstützt. Die 

nachgewiesene signifikante Korrelation der Gen-Expression von SMAD7 und PDPK1, 

lässt auch eine divergente Funktion von Smad7 als Onkogen, durch eine eventuelle 

Interaktion mit PDPK1, vermuten. 

Die Ergebnisse dieser Dissertation legen somit einen weiteren Grundstein zum 

Verständnis der komplexen Funktionen von Smad7 in den pathophysiologischen 

Prozessen des duktalen Adenokarzinom des Pankreas. Um den Einfluss von Smad7 auf 

MAP3K3, TP53BP1, TP53, PDPK1 sowie andere Gene und Signalkaskaden zu 

verstehen, sind jedoch weitere, vor allem funktionelle Untersuchungen notwendig. 

Hierfür können, wie diese Arbeit belegt, in-silico-Analysen entscheidende Hinweise 

liefern und die Grundlage für weitere in-vitro-Studien bilden.
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8 Thesen 

1. Das inhibitorische Smad7 ist im duktalen Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) 

im Vergleich zu nicht-pathologisch verändertem Gewebe und chronischer 

Pankreatitis erhöht exprimiert. 

2. In der in-silico-Analyse der Pancreatic-Adenocarcinoma-Studie des Broad 

Institute liegt eine Korrelation der mRNA-Expression von SMAD7 mit SMAD2, 

SMAD4, CASP7, CDC25A, E2F8, MAP3K3, MAPK3, PDPK1, STAT5A, 

TP53BP1 und VEGFB vor, welche zum Teil (CASP7, CDC25A, MAP3K3, 

MAPK3, TP53BP1 sowie VEGFB) im eigenen Patientenkollektiv reproduziert 

werden konnte. 

3. Smad7 ist in den drei repräsentativen PDAC-Zelllinien BxPC-3, CAPAN-1 und 

PANC-1 gleichermaßen stark exprimiert.  

4. Die Expression von Smad7 lässt sich in allen untersuchten PDAC-Zelllinien durch 

eine transiente RNA-Interferenz herunterregulieren. 

5. Ein durch RNA-Interferenz hervorgerufener Smad7-Knockdown führt zu einer 

deutlich verminderten mRNA-Expression von MAP3K3 in der Zelllinie BxPC-3, 

PDPK1, TP53 und TGFBR1 in BxPC-3- und PANC-1-Zellen, sowie von SMAD2, 

SMAD4, AKT1 und RHOA in der Zelllinie PANC-1.  

6. Eine Stimulierung mit rekombinantem TGF-β1 führt zu einer tendenziell erhöhten 

SMAD7-mRNA-Expression sowie zu einer deutlich gesteigerten 

TGFBR1-mRNA-Expression, welches auf eine intakte TGF-β-Signaltransduktion 

im PDAC hindeutet. 

7. Die erhöhte Expression von Smad7 im PDAC zeigt eine intakte physiologische 

negative Rückkopplung der TGF-β-Signaltransduktion und deutet auf eine 

tumorsupprimierende Wirkung von Smad7 im PDAC hin. 

8. In-silico-Untersuchungen von Genexpressionsanalysen ermöglichen die 

Vorbereitung von in-vitro-Studien und können neue Forschungsansätze für die 

translationale Forschung liefern. 
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