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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: Trotz intensiver Forschung konnte bisher nur eine marginale Verbes-
serung der nahezu infausten Prognose des Pankreasadenokarzinoms mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von ca. 3 % im Jahr 1975 auf aktuell 7 % erreicht werden.
Sowohl die chronische Pankreatitis als auch der Diabetes mellitus Typ 2 sind starke
pradisponierende Faktoren in der Entstehung dieser malignen Erkrankung. In diesem
Zusammenhang war es das Ziel dieser Studie zu evaluieren, welchen Einfluss diese
beiden Faktoren auf die Pathophysiologie eines etablierten Primartumors des Pan-
kreas in einem syngenen orthotopen Mausmodell haben.

Methodik: Murine Pankreasadenokarzinomzellen (6606PDA) wurden orthotop in den
Pankreaskopf von phanotypisch adipdsen B6.V-Lep®®®® Mausen mit einem konkomi-
tierenden Diabetes mellitus Typ 2 ahnlichen Syndrom und von normoglykamischen

oblob1nd von

Mausen (B6.V-Lep™) implantiert. Bei je einer Kohorte von B6.V-Lep
B6.V-Lep™? Mausen wurde mittels repetitiver i.p. Cerulein Applikationen eine chroni-
sche Pankreatitis induziert. In Analogie wurde den Kontrollgruppen eine 0,9 % NaCl
Losung appliziert. Mittels immunhistochemischer Methoden wurde die Proliferation,
die Apoptose, die Nekrose, die Vaskularisation, die desmoplastische Stromareaktion
und die intratumorale Inflammation quantifiziert.

Ergebnisse: Verglichen mit den normoglykamischen Kontrolltieren entwickelten die
diabetischen Tiere Karzinome mit einem signifikant hoheren Tumorgewicht. Dabei
korrelierte das hohere Tumorgewicht der diabetischen Tiere mit einer erhodhten
Proliferation der Karzinomzellen, wahrend der Diabetes nur einen geringen Einfluss

obob \war zudem

auf die Apoptose und Nekrose in den Karzinomen hatte. In B6.V-Lep
eine geringfugig verminderte Anzahl von Chloracetatesterase positiven Zellen in den
Karzinomen nachweisbar. Die chronische Pankreatitis hatte keinen wesentlichen Ein-
fluss auf die TumorgroRe, die Proliferation oder den Zelltod, fuhrte jedoch zu einer
gesteigerten Lipaseaktivitat im Plasma und zu einer Atrophie des Pankreaspa-
renchyms.

Schlussfolgerung: Die hier prasentierten Daten belegen, dass eine Diabetes melli-
tus Typ 2 ahnliche Stoffwechsellage die Proliferation in einem etablierten Primartu-
mor des Pankreas stimuliert. Daraus konnte man schlief3en, dass der Diabetes nicht
nur Prakanzerosen beeinflusst, sondern auch zum Zeitpunkt der Diagnose eines
Pankreaskarzinoms einen fur die Klinik relevanten Einfluss auf die Tumorprogression

haben konnte.




Abstract

Abstract

Background: Beside tremendous efforts in research the prognosis of pancreatic ad-
enocarcinoma remains still poor. The 5-year survival rate increased slowly from 3 %
in 1975 to currently 7 %. Both diabetes mellitus type 2 as well as chronic pancreatitis
represent well known risk factors in the etiology of this malignant disease. In this con-
text it was the aim of this study to evaluate the influence of these two factors on the
pathophysiology of an established primary adenocarcinoma in the pancreas using an
orthotopic syngenic murine model.

Methods: Murine pancreatic adenocarcinoma cells (6606PDA) were orthotopically

ob/ob Wh|Ch

implanted into the head of the pancreas of phenotypically obese B6.V-Lep
suffer from a diabetes mellitus type 2 like syndrome and of normoglycemic lean lit-
termates (B6.V-Lep*?). Subsequent chronic pancreatitis was induced by repetitive

oblob mice as well as in their lean littermates.

i.p. injections of cerulein in B6.V-Lep
Control groups were treated with saline solution. Utilizing immunhistochemical meth-
ods we assessed proliferation, apoptosis, necrosis, vascularization, the desmoplastic
stroma reaction and intratumoral inflammation within the carcinomas.

Results: In comparison to normoglycemic littermates, diabetic mice exhibited a sig-
nificantly increased tumor weight. This higher tumor weight correlated with an in-
creased proliferation of the carcinoma cells, whereas apoptosis and necrosis did not
differ between diabetic and non-diabetic animals. Chronic pancreatitis, however, had
no explicit influence on tumor weight, proliferation rate or cell death, although it signif-
icantly increased plasma lipase activity and reduced pancreas weight.

Conclusion: The presented results demonstrate that diabetes mellitus type 2 stimu-
lates cell proliferation in established pancreatic adenocarcinomas and is thus not only
a risk factor that influences precancerous lesions but has also a fundamental influ-
ence on the progression of an established pancreatic adenocarcinoma at the time

point of diagnosis.
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1 Einleitung

1.1 Pankreas

1.1.1 Anatomie

Das Pankreas ist eine sekundar retroperitoneal im Oberbauch gelegene, sich vom
Duodenum bis Milz erstreckende, Drise. Das Pankreas ist ca. 13-18 cm lang, 70-80
g schwer und gliedert sich in 3 Teile (Kopf, Kérper, Schwanz) [1]. Der Pankreaskopf
wird von der duodenalen C-Schlinge umschlossen, reicht bis zur V. mesenterica su-
perior und geht dann in den Pankreaskorper Uber, welcher vom Rand der V. mesen-
terica superior bis zur Aorta reicht. Dieser liegt etwa auf Hohe des 1-2. Lendenwir-
belkdrpers und wolbt sich in die Bursa omentalis vor [2]. Der Pankreasschwanz reicht
von der Aorta bis zum Milzhilus [3]. Der Ductus pancreaticus durchzieht das ganze
Organ und mundet zusammen mit dem Ductus choledochus Uber die Papilla duodeni
major in der Pars descendens duodeni. Da sich das Pankreas aus einer ventralen
und dorsalen Anlage entwickelt, welche im Verlauf der embryonalen Entwicklung
miteinander verschmelzen, existiert gelegentlich noch als Relikt der dorsalen Pan-
kreasanlage ein zusatzlicher Ductus pancreaticus accesorius [1]. Die arterielle Ver-
sorgung erfolgt Gber Aste des Truncus coeliacus und der A. mesenterica superior,
wahrend der vendse Abfluss Uber die V. splenica und V. mesenterica superior in die

V. portae hepatis erfolgt [1].

1.1.2 Histologie und Physiologie

Das Pankreas setzt sich aus einem exokrinen und endokrinen Anteil zusammen. Der
exokrine Anteil produziert pro Tag ca. 1,5-2 | eines alkalischen Verdauungssekrets.
Er besteht aus rein serdsen Drusenendstlcken (Azini), die von den Azinuszellen ge-
bildet werden und Verdauungsenzyme (Zymogene) produzieren, welche allerdings
erst im Duodenum aktiviert werden. Duktale Zellen bilden ein Netzwerk aus Gangen,
um das Verdauungssekret in den Gastrointestinaltrakt weiterzuleiten und versetzen
es mit Hydrogencarbonat zur Neutralisierung des sauren Chymus. Der endokrine
Anteil wird von ca. 1 Mio. Langerhansschen Inseln gebildet, wovon sich die meisten
im Pankreasschwanz befinden. Das endokrine Pankreas nimmt eine Schlisselrolle in
der Regulation der Glukosehomdostase ein [1]. Die Langerhansschen Inseln setzen
sich aus 4 verschiedenen endokrinen Zelltypen zusammen und machen nur ca. 2 %

der Organmasse des Pankreas aus. Zu uber 70 % sind dies Insulin produzierende (3-




Einleitung | 1.2 Die chronische Pankreatitis

Zellen. Der Rest sind Glukagon produzierende a-Zellen, Somatostatin produzierende

0-Zellen und pankreatisches Peptid produzierende PP-Zellen [4].
1.2 Die chronische Pankreatitis

1.2.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie

Die chronische Pankreatitis ist eine chronisch rezidivierende oder chronisch progre-
dient verlaufende Entzindung der Bauchspeicheldrise, in deren Verlauf es zu irre-
versiblen Organschaden in Folge eines fibrotischen Umbaus des Pankreas kommt
[5]. Die Inzidenz der chronischen Pankreatitis betragt in Europa und den USA ca. 4
bis 13 Falle pro 100.000 und die Pravalenz ca. 17 bis 41 Falle pro 100.000. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei ca. 45 Jahren mit einer mittleren Uberle-
benszeit von ca. 15-20 Jahren [6]. Bei ca. 90-95 % der Patienten wird eine ethyltoxi-
sche (ca. 70 %) oder idiopathische (ca. 25 %) Genese angenommen. Weit weniger
haufig sind hereditare Pankreatitiden und Autoimmunpankreatitiden [5].

1.2.2 Pathogenese

Im Vordergrund der Pathogenese der Pankreatitis stand jahrzehntelang die Hypothe-
se der intrapankreatischen Trypsinogen Aktivierung mit konsekutiver Autodigestion.
Mittlerweile gibt es jedoch vermehrt Hinweise, die gegen diese Theorie sprechen. So
konnte gezeigt werden, dass durch unterschiedliche Noxen der Transkriptionsfaktor
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFkB) aktiviert wird
und dass sich in der Folge unabhangig von einer intraazinaren Trypsin Expression
eine chronische Pankreatitis entwickelt [7, 8]. Konsekutiv kommt es u. a. zu einer
vermehrten Transkription der Cyclooxygenase-2 (COX-2) und von Interleukin-13 (IL-
1B), welche beide eine Schlusselrolle in der Entstehung chronisch inflammatorischer
Prozesse spielen. So entwickeln z. B. Mause, die IL-13 Uberexprimieren, schwere
chronische Pankreatitiden [9]. Durch rezidivierende intrapankreatische Entzindun-
gen gehen die Zellen des Pankreas zugrunde und es entwickeln sich fokale Nekro-
sen, welche durch in das Pankreas einwandernde Makrophagen resorbiert werden.
Diese Makrophagen sezernieren wiederrum eine Reihe von Zytokinen, wodurch es
zu einer Aktivierung von pankreatischen Sternzellen und im Anschluss zur Produkti-
on von Extrazellularer Matrix (EZM) kommt (Nekrose-Fibrose-Sequenz) [10]. Pan-
kreatische Sternzellen machen ca. 4 % aller Pankreaszellen in der gesunden Druse
aus [11]. In ihrem aktivierten Zustand sind sie die SchlUsselzellen der Fibrogenese

im Pankreas und spielen eine zentrale Rolle fur das Fortschreiten der Erkrankung.

2
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Sie sind interstitiell lokalisiert, nehmen nach Aktivierung einen myofibroblasten ahnli-
chen Phanotyp an und exprimieren u. a. a-smooth-muscle-actin (a-SMA). Histolo-
gisch ist die chronische Pankreatitis durch die Trias Azinus Verlust, mononukleare

Zellinfiltration und Fibrose charakterisiert [5].

1.2.3 Symptomatik und Therapie

Das Hauptsymptom der chronischen Pankreatitis ist der intermittierend oder konstant
auftretende Oberbauchschmerz, welcher gurtelféormig in den Rucken ausstrahlen
kann. Dieser kann so stark sein, dass die Patienten Angst vor der Nahrungsaufnah-
me haben und konsekutiv an Gewicht verlieren. Wahrend es in der FrUhphase der
Erkrankung zu wiederholten Episoden akuter Pankreatitiden kommt, dominiert in der
spaten Phase die Pankreasinsuffizienz. So zeigen sich Symptome der Maldigestion,
wie Gewichtsabnahme und eine Steatorrhd, wenn ca. 95 % der Azini zerstort sind. In
diesem Stadium kommt es oft auch zu einem Nachlassen der Schmerzen. Als Folge
der progredienten Destruktion der Langerhansschen Inseln kann sich ein pankreopri-
ver Diabetes mellitus Typ 3c entwickeln. Hierbei kommt es sowohl zu einem Mangel
an Insulin als auch zu einem Mangel an Glukagon und Somatostatin, wodurch diese
Patienten sowohl hyperglykamische als auch hypoglykamische Phasen erleiden [5,
10].

Die chronische Pankreatitis wird hauptsachlich konservativ behandelt, wobei der Fo-
kus auf der Verbesserung der Symptomatik und der Lebensqualitat liegt. Hierbei
werden analgetisch wirkende Medikamente eingesetzt und bei einer fortgeschritte-
nen Pankreasinsuffizienz Pankreasenzyme und Insulin substituiert. Endoskopische
oder chirurgische Interventionen werden meist erst bei einem Versagen der konser-
vativen Therapie sowie bei Komplikationen oder Verdacht auf Malignitat durchgefuhrt
[12].

1.3 Diabetes mellitus Typ 2

1.3.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist eine metabolische Storung, charakterisiert durch eine
Hyperglykamie (Nuchternplasmaglukose = 7 mmol/l) und einem veranderten Lipid-
metabolismus [13]. Er stellt mit mehr als 85 % der Falle die pradominierende Form
diabetischer Erkrankung dar und wird Gberwiegend durch Inaktivitat und Ubergewicht
verursacht [13, 14]. Der Diabetes mellitus hat sich mittlerweile zu einer globalen

Pandemie entwickelt. Die weltweite Pravalenz unter Erwachsenen lag 2010 bei 285

3
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Mio. (6,4 %) und wird aller Voraussicht nach bis zum Jahr 2030 um 54,1 % auf 439
Mio. (7,7 %) ansteigen [15]. Ca. 4 Mio. Todesfalle (6,8 % der Gesamtmortalitat)
weltweit konnten 2010 dem Diabetes zugeschrieben werden, wobei die meisten Pa-

tienten in Folge der kardiovaskularen und renalen Komplikationen versterben [16].

1.3.2 Pathogenese

Aufgrund eines Uberangebotes an Nahrstoffen im Blut steigern die B-Zellen zunéchst
die Produktion von Insulin, um die erhohten Glukosespiegel wieder zu normalisieren.
Wird jedoch die Kompensationsfahigkeit der -Zellen Uberschritten steigt die Kon-
zentration von Glukose im Blut und es kommt zum Diabetes. Damit einher geht eine
Hyperglukagonamie, welche die Hyperglykamie weiter aggraviert [17]. Bereits beim
ndchternen Patienten zeigen sich elevierte Glukagonspiegel, welche sich auch nach
Nahrungsaufnahme nicht adaquat supprimieren lassen. Die durch Glukagon indu-
zierte endogene Steigerung der Glukoneogenese und der Glykogenolyse in der Le-
ber ist daher eine wichtige Determinante fur die Erhohung des Nuchternblutzuckers
[17]. Weiterhin kommt es zu einer Vermehrung des viszeralen Fettgewebes. Dieses
bildet eine Reihe von Zytokinen, wie z. B. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), welche die
Signalwirkung von Insulin an seinem Rezeptor storen [17]. Der Diabetes mellitus Typ
2 ist eine progredient verlaufende Erkrankung, da die Funktion und die Masse der (3-
Zellen sukzessive abnimmt, sodass sich die Stoffwechsellage immer weiter ver-
schlechtert [13]. Der B-Zell Verlust ist irreversibel und kann nicht durch das humane
Pankreas kompensiert werden, da dieses ab etwa dem 30. Lebensjahr zur B-Zell
Regeneration weitgehend unfahig ist. In der Folge kann es zum Auftreten von mikro-

und makroangiopathischen Komplikationen kommen [17].

1.3.3 Symptomatik und Therapie

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist eine schleichende, sich oft unbemerkt entwickelnde
Erkrankung. Die Diagnose wird haufig im Rahmen einer Routineuntersuchung durch
die erhohte Glukosekonzentration im Blut, einer Glukosurie, oder der Manifestation
von Diabetes typischen Komplikationen gestellt. Es konnen jedoch auch unspezifi-
sche Allgemeinsymptome wie Mudigkeit und Leistungsminderung auftreten. In Folge
der Glukosurie mit einer osmotischen Diurese kann es zu Polyurie, Polydipsie und
Gewichtsverlust kommen. Durch eine Storung des Elektrolythaushalts konnen nacht-
liche Wadenkrampfe auftreten. Weitere Symptome sind Sehstérungen, Pruritus, Hau-

tinfektionen und Potenzstérungen [18].
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Ein wichtiger Bestandteil in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 sind Lebensstil
modifizierende Mal3inahmen. Hierzu gehdren eine gesunde Ernahrung, korperliche
Aktivitat und eine Raucherentwohnung. Sollte mit diesen Ma3nahmen nach 3-6 Mo-
naten keine Normalisierung des HbA1c auf Werte zwischen 6,5 % und 7,5 % erreicht
werden, erfolgt zunachst auf der zweiten Stufe, zusatzlich zu den Lebensstil modifi-
zierenden MalRnahmen, eine pharmakologische Monotherapie. Mittel der Wahl ist
hier das Biguanid Metformin. Ist auch mit diesen MalRnahmen keine suffiziente Ein-
stellung des HbA1c Wertes zu erreichen, erfolgt auf der dritten Stufe entweder die
Insulin Monotherapie oder eine Zweifachkombination von Antidiabetika (z. B. Met-
formin + Sulfonylharnstoffe). Auf der vierten und letzten Stufe werden dann intensi-

vierte Insulintherapien und Kombinationstherapieformen angewendet [18].
1.4 Das duktale Pankreasadenokarzinom

1.4.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie

Von allen das Pankreas betreffenden Neoplasien stellen duktale Pankreasadenokar-
zinome (PDA) mit 85 % die haufigste Entitat dar [19]. FUr gewohnlich sind dies solide
Tumore. Die Auslaufer neoplastischer Zellen konnen noch weit entfernt vom eigentli-
chen Tumor zu finden sein (diskontinuierliche Tumorzellausbreitung) [20]. Des Weite-
ren sind sie hypovaskularisiert, schlecht mit Nahrstoffen versorgt und konsekutiv hy-
poxisch. Die Karzinomzellen adaptieren sich an dieses Milieu durch eine Verande-
rung des Zellmetabolismus, namlich weg von der oxidativen Phosphorylierung und
hin zur Glykolyse [19]. Histologisch zeigen PDAs eine duktale Morphologie und eine
ausgepragte desmoplastische Stromareaktion [20]. Letztere ist ein herausragendes
Charakteristikum dieser Karzinome, da der Anteil des Stromas bis zu 80-90% des
gesamten Tumorvolumens betragen kann [21] und mit fur die Chemo- und Strahlen-
therapieresistenz verantwortlich gemacht wird [22, 23]. Die wichtigsten Lymphkno-
tenstationen, die von einer Metastasierung betroffen sein konnen, liegen im Bereich
des Truncus coeliacus, der Mesenterialwurzel und dem Lig. hepatoduodenale [3].
Das PDA zahlt zu den 10 haufigsten Tumorerkrankungen [24]. Jedoch reprasentiert
es nach Lungenkarzinomen, Brust-/Prostatakarzinomen und kolorektalen Karzino-
men die viert haufigste Tumortodesursache [24, 25]. Obwohl die Inzidenzen und die
Zahl der Todesfalle anderer Tumorerkrankungen rucklaufig sind, steigen diese beim
PDA sukzessive an [24-26]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich in den letzten 40

Jahren nicht wesentlich verbessert und liegt momentan bei ca. 7 % [24-26].
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In einer kurzlich veroffentlichten Meta-Analyse aus dem Jahr 2014, welche mehr als
3 Mio. Individuen einschloss, konnten Rauchen gefolgt von Fettleibigkeit und starkem
Alkoholkonsum als Hauptrisikofaktoren eruiert werden, wahrend der Verzehr von
Gemuse und Frichten [27] sowie Vitamin D das Risiko, an einem PDA zu erkranken,
senkten [28, 29]. Andere Risikofaktoren sind ein langjahriger Diabetes mellitus, die
chronische Pankreatitis und die Blutgruppen A, B und AB [19]. Mit einem populati-
onsbezogenem attributablem Risiko von ca. 20 % ist ein GroRteil der Erkrankungen
auf das Rauchen zuruckzufuhren [30]. Ansteigendes Alter (ab 50 Jahren) zeigt eine
starke Assoziation mit einem erhdhten Risiko an einem PDA zu erkranken, wobei
das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Diagnose bei ca. 71 Jahren liegt [24, 28].
Neben diesen zu ca. 90 bis 95 % sporadisch auftretenden Formen des PDAs treten 5
bis 10% familiar gehauft auf und sind mit genetischen Syndromen, wie z. B. dem
FAMMM-Syndrom, dem Peutz-Jeghers-Syndrom oder dem Hereditaren Brust- und

Ovarialkrebs Syndrom assoziiert [19].
1.4.2 Pathogenese

1.4.2.1 Karzinogenese

Aufgrund duktaler histomorphologischer Charakteristika und der Expression duktaler
Marker wurde postuliert, dass PDAs ihren Ursprung von Zellen der Pankreasgange-
pithelien nehmen [31]. Bislang konnte jedoch in genetisch modifizierten Mausmodel-
len nur fur Azinuszellen [32-37] und nicht fur duktale Zellen [38, 39] der Nachweis als
potentielle Ursprungszellen eines PDA erbracht werden. Die Azinuszellen durchlau-
fen dabei eine Dedifferenzierung und beginnen, duktale Gene zu exprimieren (azina-
re zu duktale Metaplasie, ADM) [36]. Als Prakursor Lasionen in der Entstehung von
PDAs gelten sogenannte pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN) und sel-
tener auftretende intraduktale papillar-muzindse Neoplasien (IPMN) sowie muzinos-
zystische Neoplasien (MZN) [40]. PanINs sind asymptomatische, nicht die Basal-
membran Uberschreitende epitheliale Lasionen und konnen je nach Grad der Dys-
plasie in 3 unterschiedliche Schweregrade eingeteilt werden (PanIN-1 bis 3) [41].
Diese korrelieren zum einen mit der Akkumulation genetischer Aberrationen [42] und
zum anderen mit dem prozentualen Anteil an Zellen, welche ein mutiertes Allel auf-
weisen (Abbildung 1) [43]. Sie stellen eine der wichtigsten und haufigsten Prakursor

Lasionen fur ein invasives Karzinom dar [44]. Momentan ist es jedoch nicht moglich,
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PanINs z. B. mittels Endosonographie, Computertomographie (CT) oder Magnetre-
sonanztomographie (MRT) zuverlassig zu detektieren [45].

Eine der fruhesten und bei ca. 90% aller PanIN-Stadien detektierbare Mutation ist
eine Punktmutation von Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRas) mit kon-
sekutivem Verlust der GTPase Funktion, sodass dieses zu einem konstitutiven mito-
genen Signalgeber wird [43]. Diese Mutation reicht jedoch in der Regel nicht aus, um
ein PDA zu generieren. Hierfur sind weitere genetische Veranderungen notig, da Zel-
len mit onkogenem KRas in einen Zustand vorzeitiger Seneszenz Uubergehen (onko-
gen induzierte Seneszenz). Dies geschieht durch die Hochregulation von cyclin-
dependent kinases- (CDK) Inhibitoren wie p16, p19°%F, p21°", p53 und verhindert
die Proliferation onkogener Zellen. Fir die weitere Progression ist die Akquirierung
zusatzlicher Mutationen notig [46, 47]. Die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens
cyclin dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) fuhrt zum Verlust des p16 und tritt
bereits bei PanIN-2 Lasionen auf, wahrend p53, SMAD4 und breast cancer 2
(BRCA2) Mutationen erst bei PanIN-3 Stadien detektiert werden konnen [48]. Ein
wichtiges Kriterium, um zwischen einer PanIN-3 Lasion und einem PDA zu differen-
zieren, ist die Integritat der Basalmembran. Wahrend bei prainvasiven PanIN-3 Lasi-
onen eine intakte Basalmembran vorliegt, haben Karzinomzellen im PDA die Fahig-
keit, diese zu Uberschreiten und in das umliegende Pankreasparenchym zu migrieren
[49].

1.4.2.2 Progression

Wahrend der Tumorprogression kommt es durch eine gesteigerte Proliferation zu
einer starken Zunahme der Tumorgrof3e und zur Metastasierung. Eine bedeutende
Rolle in der Tumorprogression spielt die desmoplastische Stromareaktion. Fur diesen
fibrotischen Umbau des Gewebes sind ahnlich wie bei der chronischen Pankreatitis
pankreatische Sternzellen verantwortlich [50]. Sie stimulieren die Proliferation und
hemmen die Apoptose von Pankreaskarzinomzellen [51]. Weiterhin fordern sie die
Migration der Karzinomzellen uber die Induktion der epithelial-mesenchymalen Tran-
sition (EMT) [52] und fordern letztendlich die Metastasierung [51]. Umgekehrt beein-
flussen die Karzinomzellen die pankreatischen Sternzellen und stimulieren ihre
Proliferation, Migration und die Produktion der EZM [50].

Als Ursache fur die Tumorprogression wird weitgehend, die Konkurrenz heterogener
Karzinomzellpopulationen mit unterschiedlichen genomischen Mutationen ange-

nommen. Durch die Akquirierung zusatzlicher Mutationen, sogenannter Progressor
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Mutationen, gewinnen einzelne Subpopulationen einen Wachstumsvorteil und wei-
sen auch ein unterschiedliches Metastasierungspotential auf (Abbildung 1) [53].
Vom ersten Auftreten einer PDA initiierenden Mutation bis zum eventuellen Exitus
letalis wird ein zeitliches Intervall von ca. 22 Jahren prognostiziert [53]. Dabei dauert
es ca. 12 Jahre, bis sich aus einer pramalignen Prakursor Lasion ein maligner Zell-
klon entwickelt und noch einmal ca. 7 Jahre bis zum Auftreten von metastasierenden
Subklonen [53]. Zwischen dem Auftreten der ersten potenziell metastasierungsfahi-
gen Subklone und dem eventuellen Exitus letalis vergehen noch einmal ca. 3 Jahre
[53]. Ist ein PDA allerdings erst einmal klinisch apparent, verlauft die Progression von
niedrigen zu fortgeschrittenen Tumorstadien rasant [54]. Zu diesem Zeitpunkt befin-
den sich PDAs in einer exponentiellen Wachstumsphase [55]. Die Ausbreitung des
Primartumors wird als Teilaspekt in der TNM Kilassifikation von PDAs berucksichtigt.
Es reicht von T1 fur auf das Pankreas beschrankte Tumore mit einem Durchmesser
von £ 2cm bis T4 fur Tumore, die den Truncus coeliacus oder die A. mesenterica
superior befallen [26]. Dabei kann sich innerhalb von 14 Monaten aus einem lokali-
sierten als T1 klassifizierten PDA ein in benachbarte Strukturen einwachsendes T4-
Stadium entwickeln [54].

Das starke Wachstum der Karzinome kann auch anhand serieller Messungen des
Carcinoembryonalen Antigens (CEA) und des Carbohydrate-Antigens 19-9 (CA 19-9)
abgeschatzt werden. Fur Patienten in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium
verdoppeln sich diese Messwerte innerhalb von 40 bis 60 Tagen [56]. Als Ursache
fur die rasche Proliferation der PDA Zellen werden sowohl Mutationen, die wahrend
der Karzinogenese auftreten (Grunder Mutationen) als auch Mutationen die wahrend
der Progression auftreten (Progressor Mutationen), angesehen. Grindermutationen
treten dabei wesentlich haufiger auf, determinieren die Aggressivitat der Tumore,
weisen schwerwiegendere genetische Veranderungen wie z. B. homozygote Mutati-
onen von Tumorsuppressorgenen auf und sind funktionell besser charakterisiert [53,
57-59]. PDAs weisen im Durchschnitt 63 genetische Veranderungen auf. Diese kon-
nen 12 Signaltransduktionswegen zugeordnet werden, welche u. a. die Proliferation
der Karzinomzellen steuern [60].

So stimuliert z. B. die wahrend der fruihen Phase der Karzinogenese auftretende Mu-
tation von KRas die Proliferation von PDAs [61-65]. Nicht nur die direkte Stimulation
der Proliferation der PDA Zellen ist fur die Progression mit verantwortlich, sondern

auch der Verlust von inhibitorischen Wachstumssignalen, welche z. B. Uber den
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transforming growth factor B (TGF-B) Signaltransduktionsweg vermittelt werden.
TGF-B ist ein potenter Proliferationsinhibitor und beeinflusst den Ubergang von der
G1- in die S-Phase des Zellzyklus. Das am haufigsten veranderte Protein im TGF-3
Signaltransduktionsweg ist SMAD4, dessen Mutation wahrend der spaten Phase der
Karzinogenese (PanIN3) auftritt und zu einer verstarkten Proliferation der Karzinom-
zellen bei PDAs fuhrt [66-68]. Weiterhin kdnnen auch defekte Apoptose Mechanis-
men das Uberleben der Tumorzellen und so die Tumorprogression beeinflussen. Ein
Mediator der Apoptose ist p53, welcher zusatzlich noch weitere Funktionen, wie die
Arretierung des Zellzyklus und die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen hat.
Das mutierte p53 kann die Proliferation der Karzinomzellen nicht mehr inhibieren [69,
70].

Neben der starken Proliferation wird die Progression des Pankreaskarzinoms auch
durch das Auftreten von Metastasen gepragt. Metastasen stellen die haufigste To-
desursache in Folge eines PDAs dar und kénnen zum Todeszeitpunkt bei ca. 90 %
der Patienten detektiert werden. Am haufigsten sind dabei die Leber, gefolgt vom
Peritoneum, Lunge, Knochen und Nebennieren, betroffen [71]. Die Bildung von Me-
tastasen ist ein Prozess, der mehrere Schritte beinhaltet und als Metastasierungs-
kaskade bezeichnet wird. Dazu gehort die Intravasation in Blut- oder Lymphgefalle
als Resultat des invasiven Wachstums der Karzinomzellen, das Uberleben im Blut-
kreislauf und die Extravasation sowie die Etablierung der malignen Klone in einer
neuen Umgebung [72]. Die Anzahl an Metastasen kann dabei innerhalb eines Pati-
enten von 10 bis 1000 reichen und korreliert mit einem Verlust der SMAD4 Protein-
expression [73]. Des Weiteren beeinflussen Prozesse die Metastasierung, die auch
das invasive Wachstum der Karzinome steuern und im Konzept der sogenannten
EMT zusammengefasst werden [74]. Im Rahmen der EMT kommt es zu einer Herun-
terregulation von epithelialen Markern (z. B. E-Cadherin), zum Verlust der apikal-
basalen Polaritat und zur Expression mesenchymaler Gene (z. B. Vimentin). Dieser
mesenchymale Phanotyp verleiht den Karzinomzellen die Fahigkeit zur Migration
[75]. Konsekutiv konnen sie die Basalmembran uUberschreiten und in das umliegende
Gewebe einwachsen. Neben dem Verlust der Zell-Zellkontakte spielt auch eine ge-
storte Signaltransduktion Uber Integrine eine Rolle fur das invasive Wachstum von
PDAs [76]. Dies sind Membranproteine, welche fur die Zelladhasion der Tumorzellen
mit der EZM verantwortlich sind und die Migration von Karzinomzellen beeinflussen.

So kann z. B. durch die Inhibierung der Integrin Signaltransduktion die Invasion in




Einleitung | 1.4 Das duktale Pankreasadenokarzinom

umliegendes Gewebe gehemmt werden [77]. Ein weiterer Mechanismus, der die Bil-
dung von Metastasen fordert ist, die vermehrte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP). Diese fordern uUber eine enzymatische Degradation der
EZM die Invasion der Karzinomzellen und somit die Metastasierung [78].
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Abbildung 1: Vereinfachtes Schema der Karzinogenese und Tumorprogression des
PDA. Die Karzinogenese beginnt mit einer initialen Mutation (M) in einer normalen
Zelle, die dadurch einen selektiven Wachstumsvorteil erwirbt und konsekutiv klonal
expandiert. Es kommt parallel zu einer veranderten epithelialen Morphologie der drei
PanIN Stadien und zur Akquirierung weiterer Mutationen in Genen wie z. B. p16, p53
und SMAD4 (Grunder Mutationen). Aus einzelnen Subklonen (blaue Kreise) entwi-
ckelt sich ein invasiv wachsendes PDA. Im Primarius geht die klonale Expansion
Uber die Karzinogenese hinaus weiter (Progression) und generiert weitere Subklone
mit unterschiedlichen Mutationen (Progressor Mutationen). Aus dieser heterogenen
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Zellpopulation entwickeln sich potenziell metastasierungsfahige Subklone. Modifiziert
nach [53, 79].

Es gibt jedoch auch Anzeichen, die darauf hindeuten, dass einzelne Schritte der Me-
tastasierungskaskade bereits zu einem frihen Zeitpunkt wahrend der Karzinogenese
auftreten und somit nicht immer eine klare Trennlinie zwischen dieser und der Pro-
gression gezogen werden kann. So konnte demonstriert werden, dass EMT und die
konsekutive Dissemination pramaligner Zellen in den Blutkreislauf bereits wahrend
frGher PanIN Stadien und noch vor Ausbildung des malignen Primartumors erfolgen

kann. Jedoch ist ihre Fahigkeit, auch tatsachlich Metastasen zu bilden, gering [80].

1.4.3 Symptomatik und Therapie

Frihe Tumorstadien verlaufen in der Regel klinisch inapparent. Symptome, wie Ikte-
rus, Ruckenschmerzen, unspezifische Oberbauchbeschwerden, ein neuaufgetrete-
ner Diabetes mellitus und Gewichtsverlust treten meist erst auf, wenn der Tumor be-
reits nicht mehr auf das Pankreas beschrankt ist [26, 28]. Der Uberwiegende Teil der
Karzinome ist im Pankreaskopf lokalisiert (78 %). Im Vergleich zu den im Korper- und
Schwanzbereich gelegenen Tumoren (mit jeweils 11 %) prasentieren sich diese auf-
grund der Gallengangsobstruktion mit konkomitierenden lkterus fruher [28]. Die chi-
rurgische Resektion stellt momentan den einzigen potenziell kurativen Ansatz dar.
Als Standardverfahren fur Pankreaskopfkarzinome ist hier die pyloruserhaltende par-
tielle Pankreatikoduodenektomie (Operation nach Traverso und Longmire) zu nen-
nen. Allerdings stellen sich 85 % der Patienten in einem weit fortgeschrittenen und
nicht mehr resektablen Stadium vor. Auch die EinflUhrung neuer Chemotherapeutika
konnte die mediane Uberlebenszeit bei Patienten in fortgeschrittenen Stadien nicht
wesentlich verbessern. Gemcitabin stellt momentan mit einer medianen Uberlebens-
zeit von 5,6 Monaten bei Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien das Standard-
chemotherapeutikum in der Therapie des PDAs dar [28, 81]. Fur Patienten mit einem
metastasierten PDA und in einem guten Allgemeinzustand ist die Kombinationsche-
motherapie ,FOLFIRINOX® (FOL: Folinsaure, F: 5-Fluouracil, IRIN: Irinotecan, OX:
Oxaliplatin) eine Alternative. Im Vergleich zu Gemcitabin zeigte sich hier ein media-
nes Uberleben von 11,1 Monaten allerdings auf Kosten einer erhdhten Toxizitat [82)].
Der Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie gegenuber einer alleinigen Operation
ist aktuell unumstritten [19, 26, 28, 83]. Eine adjuvante Chemotherapie mit Gemci-

tabin oder 5-Fluouracil wird bei Patienten nach kurativer Pankreaskopfresektion emp-

11



Einleitung | 1.5 Inflammation und das duktale Pankreasadenokarzinom

fohlen. Mit dieser betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate ca. 20 % (Medianes Uberle-
ben ca. 23 Monate), wahrend diese bei alleiniger Operation bei ca. 10 % liegt [84-
88]. Die bislang durchgefuhrten Studien konnten keinen sicheren Nachweis fur einen
therapeutischen Effekt einer adjuvanten Strahlentherapie belegen [86, 87, 89]. Je-
doch gab es an diesen Studien unterschiedliche Kritikpunkte, sodass der therapeuti-
sche Effekt einer Strahlentherapie noch nicht abschlieRend geklart ist [90]. Aus die-
sem Grund lauft zurzeit in den USA eine klinische Studie (NCT01013649), um einen

moglichen Nutzen der Strahlentherapie zu evaluieren.
1.5 Inflammation und das duktale Pankreasadenokarzinom

1.5.1 Erkenntnisse aus klinischen Studien

Zwischen der chronischen Pankreatitis und dem PDA besteht eine bilaterale Kausali-
tat. Einerseits konnen inflammatorische Prozesse die Entwicklung eines PDA beein-
flussen, andererseits fuhrt ein PDA zu lokalen inflammatorischen Prozessen.

Fur viele Neoplasien wurde bewiesen, dass diese durch eine Inflammation beein-
flusst werden. So stellen z. B. der Reflux bedingte Barrett-Osophagus und chronisch
entzundliche Darmerkrankungen, wie die Colitis ulcerosa oder der Morbus Crohn,
wichtige Pradispositionen in der Entstehung von Osophagus Adenokarzinomen bzw.
kolorektalen Karzinomen dar [91]. Entsprechend wird auch fur PDAs ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Inflammation und der Entstehung eines PDAs postu-
liert. So unterstutzen klinische Studien die These, dass die chronische Pankreatitis
ein pradisponierender Risikofaktor in der Karzinogenese von PDAs ist. Wahrend das
Lebenszeitrisiko an einem PDA zu erkranken, in der gesamten Bevolkerung bei ca. 1
% liegt [29], erkranken Patienten mit einer chronischen Pankreatitis ca. 13 mal haufi-
ger an einem PDA [92]. Dabei steigt die kumulative Inzidenz bei diesen Individuen
sukzessive an und liegt 20 Jahre nach Diagnose bei ca. 5 % [92]. Diese Assoziation
zwischen der Pankreatitis und dem PDA ist besonders stark bei Patienten mit heredi-
taren Pankreatitiden ausgepragt. Diese Gruppe von Patienten erkrankt ca. 70 mal
haufiger an einem PDA als die normale Bevolkerung, wobei die kumulative Inzidenz
auf 40-55 % ansteigt [29]. Auch die Koinzidenz einer chronischen Pankreatitis und
eines Diabetes mellitus Typ 2 erhoht das Risiko um das ca. 33-fache, in der Folge an
einem PDA zu erkranken [93].

Des Weiteren senken antiinflammatorische Therapien das Risiko, an einem PDA zu

erkranken. So haben Individuen, welche Uber einen Zeitraum von mehr als 5 Jahren
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taglich Aspirin einnehmen, im Vergleich zu Personen, die kein Aspirin einnehmen,
ein signifikant reduziertes Risiko, an einem PDA zu versterben (Hazard Ratio (HR):
0,25) [94].

Die umgekehrte Kausalitat, dass ein PDA auch inflammatorische Prozesse auslost,
ist ebenfalls hinreichend belegt. So konnen inflammatorische Veranderungen des
Pankreasgewebes haufig in unmittelbarer Nahe von PDAs detektiert werden [20].
Zudem konnte in klinischen Studien festgestellt werden, dass PDA Patienten haufi-
ger an einer Pankreatitis leiden als vergleichbare Gruppen [92, 95].
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse aus klinischen Studien, dass PDAs oft
mit inflammatorischen Prozessen assoziiert sind, wobei es als gesichert gilt, dass die
chronische Pankreatitis einen relevanten pradisponierenden Risikofaktor in der Atio-
logie der PDAs darstellt. Inwieweit die Inflammation auch die Progression von PDAs

beeinflusst, konnte bisher in klinischen Studien nicht geklart werden.

1.5.2 Erkenntnisse aus tierexperimentellen Studien

Neben den prasentierten klinischen Studien belegen auch tierexperimentelle Daten
eindrucklich den Zusammenhang zwischen der Inflammation und PDAs.

In genetisch modifizierten Mausmodellen konnte demonstriert werden, dass eine
Cerulein induzierte Pankreatitis die Karzinogenese fordert [34, 36, 37, 96, 97]. Adulte
Mause entwickeln vor dem Hintergrund einer KRas Mutation weder PanINs noch
PDAs. Selbst gegenuber einer zusatzlichen Inaktivierung von Tumorsuppressorge-
nen, wie p16 oder p53, zeigen sich diese Tiere refraktar [96]. Erst durch eine konko-
mitierende chronische Pankreatitis entwickelt sich das volle Spektrum dieser malig-
nen Erkrankung [34]. Dabei fuhren bereits moderate und asymptomatische Episoden
einer chronischen Pankreatitis zur Entstehung von PDAs, wobei jedoch die Dauer
der Pankreatitis mit den dysplastischen Veranderungen der PanIN-Lasionen und der
Verkurzung der Latenz bis zum Auftreten von PDAs korreliert. Dies geschieht durch
die Inhibierung der onkogen induzierten Seneszenz, welche charakteristisch fur fruhe
PanIN-Stadien ist. Konsekutiv entwickeln sich aus diesen fruhen Stadien hohere Pa-
nIN-Stadien. Erholen sich die Mause von der chronischen Pankreatitis, sind Senes-
zenz Marker jedoch wieder nachweisbar [96]. Dies unterstreicht die Wichtigkeit einer
kontinuierlichen Inflammation in der frihen Phase der Karzinogenese. Zudem konnte
in Tiermodellen demonstriert werden, dass eine antiinflammatorische Therapie die
Entstehung von PanIN-Lasionen inhibieren oder verzogern kann [96, 98-100]. Wei-
terhin gibt es Hinweise dafur, dass eine Pankreatitis Uber die Induktion der EMT die
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Dissemination potenziell maligner Zellen in frihen Stadien der Karzinogenese for-
dert. So steigert eine Pankreatitis die Anzahl zirkulierender Pankreaszellen von Mau-
sen, die onkogenes KRas im Pankreas exprimieren, wahrend eine antiinflammatori-
sche Therapie mit Dexamethason die Dissemination dieser Zellen deutlich ab-
schwacht [80].

Neben den Anzeichen daflr, dass eine Pankreatitis einen Einfluss auf fruhe Stadien
der Karzinogenese hat, gibt es auch Hinweise, die einen Einfluss auf die Progression
belegen und zu groReren Tumoren und einer vermehrten Metastasierung fuhrt [101].
Tierexperimentelle Studien belegen somit Uberzeugend, dass Pankreatitis die Karzi-
nogenese stimuliert. Bisher weisen jedoch nur wenige Daten darauf hin, dass In-

flammation auch die Progression von PDA beeinflussen kann.

1.6 Diabetes und das duktale Pankreasadenokarzinom

Zwischen einer diabetischen Stoffwechsellage und einem PDA scheint eine bilaterale
Kausalitat zu bestehen. Einerseits kann ein Diabetes die Entwicklung eines PDA be-
einflussen, andererseits wird vermutet, dass ein PDA auch einen Diabetes auslosen
kann.

So belegen zwei grolde Meta-Analysen, dass der Diabetes mellitus Typ 2 das Risiko,
an einem PDA zu erkranken, um ca. 80 bis 94 % erhoht [102, 103]. Weitere Studien
belegen auch den Einfluss unterschiedlicher Diabetestherapien auf das Risiko, an
einem PDA zu erkranken. So erhdhen z. B. Insulin oder Insulinsekretagoga wie Sul-
fonylharnstoffe verglichen mit Metformin das Risiko um ca. 400%, an einem PDA zu
erkranken [104]. Wird hingegen Metformin mit Insulin als Kombinationstherapie ver-
abreicht, konnte das Risiko einer malignen Tumorentstehung signifikant reduziert
werden (HR 0,73) [104].

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist nicht nur ein Risikofaktor, sondern hat auch einen
Einfluss auf die Prognose des PDA. Patienten mit einem Diabetes haben ein kurze-
res Gesamtuberleben nach kurativer Pankreaskopfresektion [105]. Im Gegenzug
bewirkt eine antidiabetische Therapie mit Metformin eine signifikante Verlangerung
des Gesamtuberlebens [106].

Interessanter Weise gibt es auch Hinweise, dass ein PDA einen Diabetes auslost.
Ein kdrzlich neu aufgetretener Diabetes kann das erste klinische Zeichen fur die Ma-
nifestation eines PDA sein und kann Monate vor anderen krebsspezifischen Symp-
tomen als paraneoplastisches Syndrom auftreten [107]. In klinischen Studien konnte

evaluiert werden, dass bei ca. 40 bis 80 % der PDA Patienten ein Diabetes mellitus
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oder eine Glukose Intoleranz festgestellt werden kann [108-111], wobei 40-75 % die-
ser Patienten erst in den letzten 24-36 Monaten vor der Diagnose des PDA einen
Diabetes entwickeln [109-111]. Umgekehrt erkranken jedoch nur ca. 1 % der Uber 50
jahrigen Patienten, bei denen kurzlich ein Diabetes diagnostiziert wurde, an einem
PDA [112]. Die Hypothese, dass ein Diabetes ein paraneoplastisches Phanomen
eines PDA ist, wird weiterhin dadurch belegt, dass PDAs diabetogene Substanzen
wie z. B. Adrenomedullin produzieren kdnnen [113, 114] und dass sich nach erfolgter
Tumorresektion die diabetische Stoffwechsellage oft verbessert [108, 109, 115, 116].
Somit kann postuliert werden, dass in vielen Patienten eine diabetische Stoffwech-
sellage zugleich mit einem PDA auftritt. Vielzahlige klinische Studien belegen auch,
dass Diabetes mellitus Typ 2 das Risiko, an einem PDA zu erkranken, erhoht, wah-
rend es jedoch kaum Hinweise gibt, inwieweit Diabetes die Progression des PDA

beeinflusst.

1.7 Zielstellung

In zahlreichen Studien wurde gut dokumentiert wie die chronische Pankreatitis oder
der Diabetes mellitus Typ 2 als Risikofaktoren prakanzerogene Lasionen beeinflus-
sen. Es ist jedoch wenig dartuber bekannt, wie sich diese Faktoren auf die Pathophy-
siologie eines etablierten Primartumors des Pankreas auswirken. Der Fokus dieser
Arbeit war es daher, den Einfluss des Diabetes mellitus Typ 2 und der chronischen
Pankreatitis auf verschiedene Parameter der Tumorprogression zu evaluieren. Dabei
Uberpriften wir, wie diese beiden Faktoren die Proliferation, den Zelltod und die Me-
tastasierungsfahigkeit der Karzinomzellen beeinflussen. Zusatzlich wurden weitere
Parameter, die einen positiven Effekt auf das Tumorwachstum haben konnten, evalu-
iert. Unter anderem wurde die Vaskularisation, die Anzahl a-SMA positiver Zellen

und die in die Karzinome immigrierenden inflammatorischen Zellen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien und Zellkultur

Die Zelllinien 6606PDA, 6606l und 7265PDA wurden uns freundlicherweise von Prof.
Tuveson von der Universitat Cambridge, UK, zur Verfugung gestellt.

Die 6606PDA und 6606! Zelllinien stammen ursprunglich aus einem Adenokarzinom
des Pankreas bzw. einer Lebermetastase einer C57BL/6J Maus, welche mittels kon-
ditionalem Cre/loxP Rekombinationssystems (p48-Cre) onkogenes KRas®'?® im
Pankreas exprimierten [117]. Die 7265PDA Zelllinie wurde aus einer Maus, welche
zusétzlich zu KRas®'?® noch mittels Pdx-1-CreER™ p53~'"?" im Pankreas exprimier-
te, isoliert (Tabelle 1).

Das konditionale Cre/loxP Rekombinationssystem wird zur zeit- und gewebespezifi-
schen Genexpression verwendet. Hierbei wird der native KRas Genlokus durch eine
LSL-KRas®'?? Sequenz ersetzt (KRas* Maus). Das Stoppelement inhibiert die Tran-
skription des onkogenen KRas®'?® Allels und wird von LoxP Basenpaaren flankiert.
In das Genom einer anderen Maus wird hinter Pankreas spezifischen Promotoren,
wie Pdx-1 oder p48, die Cre Rekombinase integriert (p48-Cre/Pdx-1-Cre Maus). Ver-
paart man nun die beiden Mause, erkennt Cre spezifisch LoxP flankierte Sequenzen
in den Nachkommen (wie z. B. das STOP Element) und exzidiert diese. Konsekutiv

G120 im Pankreas exprimiert (KRAS"®'?® Maus). Da Cre nur

wird onkogenes KRas
unter der Kontrolle von pankreatischen Promotoren exprimiert wird, entwickeln sich

auch nur im Pankreas Karzinome [117].

Tabelle 1: Allele der Mause, aus denen die verwendeten Zelllinien isoliert wurden.

Zelllinien Konditionales Allel

6606PDA Lox-STOP-Lox-KRas®'“", p48-Cre

6606l Lox-STOP-Lox-KRas®'?", p48-Cre

7265PDA Lox-STOP-Lox-KRas®'?®, Lox-Stopp-Lox-p53~'"#", Pdx-1-CreER™

Die Zelllinien wurden in 10 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland, FG 0435) mit 4,5 g/L Glukose, 10 % fetalem Kalberse-
rum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Biochrom GmbH, A 2212) auf Zellkultur-
schalen bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Um die adharent wachsenden Zellen von

der Oberflache der Zellkulturschalen zu losen, wurde das Medium entfernt und die
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Zellen mit 10 ml phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland, 10010-015) gewaschen. Danach konnten die fur die Zella-
dhasion verantwortlichen Proteine mit 2 ml Trypsin/EDTA (Biochrom GmbH, L 2103-
20G) far 5 min bei 37°C proteolysiert werden. Trypsin ist eine Endopeptidase, die
Aminosauren an bestimmten Stellen innerhalb eines Proteins spaltet. Nachdem sich
die Zellen unter mikroskopischer Kontrolle (DM IL LED, Leica Mikrosystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) von der Oberflache geldst hatten, wurde die Proteolyse durch
Zugabe von 10 ml Medium inhibiert, da ein Fortschreiten dieser zu Zellschaden fuhrt.
Die Zellsuspension wurde fiir 3 min bei 400 g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und in Medium resuspendiert. Die so aufbereiteten Zellen wurden zur Durchfihrung
des WST-Assays, zur Quantifizierung der Zellzahl und zur orthotopen Transplantati-

on verwendet (siehe jeweiligen Unterpunkt).

2.2 Evaluation der Zellproliferation in vitro

Die Proliferationsrate aller Zelllinien wurde mittels WST-Assay und Quantifizierung
der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Der WST-Assay quantifiziert indirekt die Zellproliferation. Das leicht rotliche WST-1
Reagens wird an der Oberflache der Zellmembran unter Verbrauch von Nicotinamid-
adenindinukleotid (NADH) in das dunkelrote Formazan umgesetzt. Im Zuge der Zell-
proliferation kommt es zu einer Steigerung der enzymatischen Kapazitat, was zu ei-
nem vermehrten Substratumsatz fuhrt. Die Bildung des dunkelroten Farbstoffs korre-
liert mit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen und kann mit Hilfe eines Spektropho-
tometers (VICTOR™ X3, PerkinElmer, Waltham, USA, 2030-0030) durch Bestim-
mung der Absorption gemessen werden.

Pro Zelllinie wurden 4x10° Zellen pro Kavitat mit 100 ul Medium auf eine 96-well Plat-
te aufgebracht und fur 48 h inkubiert. 4 Kavitaten wurden lediglich mit 100 pl Medium
gefullt. Diese dienten zum einen als Negativkontrolle und zum anderen zur Bestim-
mung der Hintergrundabsorption, welche von der gemessenen Absorption der ei-
gentlichen Proben abgezogen wurde. Nach der Inkubation wurden pro Kavitat 10 pl
WST-1 Reagens (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) hinzugegeben. AnschlieRend wurde direkt die Absorption bei 450 nm
gemessen (t = 0 h). Weitere Messzeitpunkte warent=1h,t=2h,t=4hundt=6 h.
Zwischen den einzelnen Messungen wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert. Bis
zum Zeitpunkt t = 2 h nahm die Absorption linear zu. Danach kam es zu keiner weite-

ren Zunahme der Absorption, da kein WST-1 Reagens mehr als Substrat zur Verfu-
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gung stand. Daher wurde die Absorption nach 1 h als Mal} fur die Zellproliferation
verwendet.

Zur Quantifizierung der Zellzahl wurden von jeder Zelllinie 4x10° Zellen mit 1 ml Me-
dium pro Kavitat auf eine 12-well Platte ausgebracht. Nach jeweils 24 h Inkubation
wurden 3 Kavitaten pro Zelllinie ausgewertet, aus denen Mittelwert und Standardab-
weichung berechnet wurden. Hierzu wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsi-
niert, in 100 yl PBS resuspendiert und anschlie3end die Zellzahl in einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Nach diesem Schema erfolgte die Auswertung zu den Zeit-
punktent=1d,t=2d,t=3dundt=4dim Abstand von 24 h.

2.3 Verwendete Mausstamme
Fir die Versuche wurden 89 = 27 Tage (Mittelwert und Standardabweichung) alte

+?

mannliche B6.V-Lep®°® Mause (obese Mause) mit mannlichen B6.V-Lep*’? Kontroll-
tieren (lean Mause) verglichen (Abbildung 2). Die obese Mause weisen eine ho-
mozygote Nonsense-Mutation des obese Gens auf, welches fur das Sattigungshor-
mon Leptin codiert. Die Leptin Defizienz fuhrt konsekutiv zu Hyperphagie, welche
wiederrum zu Adipositas und einem Diabetes mellitus Typ 2 ahnlichen Syndrom mit
konkomitierender Hyperglykdmie, Glukoseintoleranz und Hyperinsulinamie fuhrt
[118]. Die lean Mause hingegen hatten entweder eine heterozygote Mutation des
obese Gens oder zwei intakte Allele und somit keinen obese Phanotyp. Um die
Grenze zwischen Tumor und Tragertier zu determinieren, injizierten wir Karzinomzel-
len in den Pankreaskopf von C57BL6-Tg “TBeCFP10s0M \aysen. Dieser Mausstamm
exprimiert in fast allen mauseigenen Geweben das Quallenprotein GFP (green flu-
orescent protein) und verfigt tiber einen lean B6.V-Lep™? dhnlichen Phanotyp [119].
Die Mausstamme stammen aus dem ,The Jackson Laboratory“ (Bar Harbor, Maine,
USA) und wurden in der Zentralen Versuchstierhaltung der Universitat Rostock wei-
ter geziuchtet. Die Tiere wurden unter Standard Labor Bedingungen mit Futter und
Wasser ad libitum gehalten. Alle Versuche wurden im Einklang mit den Bestimmun-
gen der deutschen Gesetzgebung und der EU-Direktive 2010/63/EU durchgefuhrt.
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Abbildung 2: Verwendeter Mausstamm. Links im Bild ist eine diabetische und adi-
pdse obese Maus (B6.V-Lep®°®) und rechts eine normoglykame und schlanke lean
Maus (B6.V-Lep™”’) abgebildet.

2.4 Syngenes orthotopes Karzinommodell

Zur orthotopen Transplantation der 6606PDA Karzinomzellen wurden diese in einem
Volumenverhaltnis von 1 : 1 in PBS und Matrigel (BD Matrigel matrix, high concentra-
tion, BD BioScience, San José, USA, 354248) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde bei einer Zellkonzentration von 1,25 x 10’ Zellen/ml bis zur Injektion auf Eis
gelagert. Nach Einleitung der Narkose mit 2,5 % lIsofluran (Actavis Deutschland
GmbH & Co. KG, Munchen, Deutschland) und 0,8 I/min O», wurde diese mit ca. 1,2
% lIsofluran aufrechterhalten. Es erfolgte eine grundliche Rasur des Abdomens, wel-
ches anschliefend mit Povidon-lod desinfiziert wurde. Um ein Austrocknen der Au-
gen vorzubeugen, wurden diese mit Augensalbe behandelt. Zur perioperativen Anal-
gesie applizierten wir 5 mg/kg Carprofen subkutan (s.c.) (Rimadyl, Pfizer GmbH, Ber-
lin, Deutschland). Im Anschluss an diese Vorbereitungen erfolgte eine 1,5 cm weite
qguere Laparotomie des Abdomens knapp unterhalb des Brustkorbs. Nach ldentifizie-
rung des Pankreaskopfes wurden 20 ul der oben beschriebenen Zellsuspension, in-
klusive 2,5 x 10° 6606PDA Zellen, mittels einer vorgekiihlten ga22s 710 RN 100ul
Spritze (Hamilton Spritze, Reno, Nevada, USA) in den Pankreaskopf injiziert
(Abbildung 3). Um eine artifizielle Dissemination der Karzinomzellen zu vermeiden
und ein lokalisiertes Tumorwachstum sicherzustellen, warteten wir ca. 20 Sekunden,
bevor die Hamilton Spritze langsam zurickgezogen wurde. Matrigel ist eine Sub-
stanz, welche bei einer Temperatur um 4°C eine flissige Konsistenz besitzt, wah-

rend es bei Temperaturen ab > 22°C eine feste gelartige Konsistenz aufweist. Nach
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orthotoper Zell Transplantation in den Pankreaskopf liegt dieses in seiner gelartigen
Konsistenz vor und verhindert eine lokale Tumor Zellaussaat. Anschlielend erfolgte
die Inspektion der Cavitas abdominalis, um insuffiziente Injektionen zu detektieren.
Die Transplantationen wurde immer von der identischen Person durchgefuhrt [120].

Das Abdomen wurde in zwei Schichten verschlossen. Die Muskelschicht wurde mit-
tels einer fortlaufenden beschichteten 5-0 Vicryl Naht (Johnson & Johnson MEDICAL
GmbH, Norderstedt, Deutschland) genaht, wahrend die Haut mit 5-0 Prolene Einzel-
knopfnahten (Johnson & Johnson MEDICAL GmbH) und Pflasterspray versorgt wur-
de. Postoperativ wurden die Tiere wahrend der Aufwachphase unter Rotlicht ge-
warmt und mit 4 Tropfen Novaminsulfon (= 100 mg, Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) pro 100 ml Trinkwasser zur Analgesie behandelt. Das Novaminsulfon
wurde den Tieren kontinuierlich bis zum Versuchsende Uber das Trinkwasser zuge-

fuhrt und taglich gewechselt.

Abbildung 3: Technik der orthotopen Tumorzelltransplantation. Nach Inzision der
Bauchdecke erfolgte die Darstellung des Pankreaskopfes. Dieser wurde vorsichtig
mittels Pinzette mobilisiert und fixiert. Anschlief3end erfolgte die orthotope Tumorzell-
transplantation.

2.5 invivo Versuchsdurchfihrung

Fir die in vivo Versuche wurde jede Maus individuell markiert und Blut abgenom-

men. Des Weiteren wurden Korpergewicht und Blutzucker bestimmt. Nach Erhebung

dieser Basisparameter am Tag 0 wurden am Tag 7 wie oben beschrieben die

6606PDA Zellen orthotop in den Pankreaskopf injiziert. An den ersten 3 postoperati-
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ven Tagen erfolgte eine intensivierte Uberwachung der Tiere. Diese beinhaltete tagli-
che Gewichtskontrollen sowie eine Beurteilung des Aligemeinzustandes jeder einzel-
nen Maus. Die operierten Mause wurden 4 unterschiedlichen Behandlungsgruppen
zugeordnet. Ab Tag 15 wurde bei jeweils einer Kohorte der lean (lean Cer) und obe-
se (obese Cer) Mause mittels repetitiver i.p. Cerulein (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland, C9026) Applikationen eine chronische Pankreatitis indu-
ziert. Cerulein, ein Cholecystokinin Analogon, dass den Zelltod der pankreatischen
Azinuszellen induziert, wurde in einer Dosis von 50 ug/kg Korpergewicht 3 mal pro
Tag jeweils im Abstand von einer Stunde i.p. verabreicht. Nach diesem Schema wur-
den die Mause 3 mal pro Woche uUber einen Zeitraum von 2 Wochen behandelt. In
Analogie hierzu wurden aquivalente Mengen einer 0,9 % Natriumchlorid- (NaCl) Lo6-
sung jeweils einer Kohorte von lean (lean Sham) und obese (obese Sham) Mausen
i.p. appliziert. Um die Tumorzellproliferation zu bestimmen, wurde den Mausen am
Tag 27 2,5 h vor Gewebeentnahme 50 mg/kg 5-bromo-2’-desoxyuridin (BrdU, Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH) i.p. injiziert. BrdU ist ein Thymidin Analogon, welches von
proliferierenden Zellen in der S-Phase des Zellzyklus anstelle von Thymidin in die
DNA inkorporiert wird. Dabei dient BrdU als Marker fur Proliferation.

Die Gewebe- und Blutentnahme erfolgte am Tag 27 unter 90 mg/kg Ketamin (bela-
pharm, Vechta, Deutschland) und 7 mg/kg Xylazin (Bayer Health Care, Leverkusen,
Deutschland) Narkose. Zur Verifizierung einer suffizienten Narkose wurden die Mau-
se mittels Pinzette in die Zehen gekniffen. Zeigte sich keine Abwehrreaktion mehr,
wurde den Tieren retrobulbar Blut enthommen und diese danach mittels zervikaler
Dislokation euthanasiert. Anschlielend wurde durch eine grof3ztgige Langsinzision
das Abdomen eroffnet. Durch Inspektion und Palpation der Cavitas abdominalis er-
folgte die Detektion der Tumore mit konkomitierender Tumorexstirpation und Pan-
kreatektomie. Im Zuge der Inspektion wurde auch die Leber auf das Vorliegen von
makroskopischen Metastasen untersucht. Um eine suffiziente Massenbestimmung
der Tumore und der Pankreata zu gewahrleisten, wurden diese sorgfaltig voneinan-
der separiert. Fur weitere Analysen wurden die entnommenen Organe in speziellen

Biopsie Kassetten gelagert und in 4 % phosphatgepufferter Formalin Losung fixiert.

2.6 Blutuntersuchungen
Die Blutglukosekonzentration der Mause wurde am Tag 0, Tag 7, Tag 15, Tag 22
und am Tag 27 vor jedweder anderen Intervention bestimmt. Hierzu wurde der

Mausschwanz am distalen Ende mit einer Kanule punktiert. Aus dem gewonnenen
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Bluttropfen wurde mittels eines Blutzuckermessgerates (Bayer Vital, Leverkusen,
Deutschland) die Blutglukosekonzentration bestimmit.

Blutproben wurden am Tag 0, Tag 15 (2 h nach der letzten Cerulein Applikation) und
am Tag 27 genommen (Abbildung 4). Unter Isofluran Narkose wurde eine mit EDTA
beschichtete Kapillare am medialen Augenwinkel der Maus unter leichtem Druck und
Rotation in den retroorbitalen Venenplexus eingefuhrt und ein Volumen von 150 pl
entnommen. Am Tag 27 wurden unter Ketamin/Xylazin Narkose und vor zervikaler

Dislokation 500 pl Blut retrobulbar entnommen.

Tag 0 7 15 22 27
A
Blutglukose T T
A
Blutabnahme

Abbildung 4: Analyse des Blutes. Wiederholt wurden die Blutglukosekonzentration
und die Aktivitat der Lipase im Plasma mittels Blutenthahme bis zur Gewebeasser-
vierung am Tag 27 untersucht.

Aus den gewonnenen Proben wurden im Anschluss mittels Sysmex KX 21 (Sysmex
Cooperation, Kobe, Japan) die Differentialblutbilder bestimmt. Dann wurden die Pro-
ben fir 10 min bei 1200 g zentrifugiert und der Uberstand bei -20°C eingefroren. Aus
dem Plasma wurde die Lipaseaktivitat mit Hilfe eines kolorimetrischen enzymati-
schen Tests bestimmt. Hierzu wurden 80 ul des R1 Reagens mit 2 pl der Blutplas-
maprobe und 48 yl SR Reagenz in ein Messrohrchen pipettiert und anschlief3end die
Absorption bei 583 nm im Cobas ¢ 111 Spektrophotometer (Roche Diagnostics) ge-
messen (Inhalt der Reagenzien siehe Tabelle 2). Dabei wird ein chromogenes Sub-
strat (1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester) nur in der
Anwesenheit der Colipase durch die katalytische Aktivitat der Lipase in einen instabi-
len Metaboliten (Glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester) gespalten. Dieser zerfallt in
alkalischer Losung spontan u. a. in rotes Methylresorufin. Die Extinktion ist dabei di-

rekt proportional zur Lipaseaktivitat.
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Tabelle 2: Reagenzien zur Bestimmung der Lipaseaktivitat.

Reagenzien Inhalt

R1 N,N-bis(2hydroxyethyl)glycin Puffer:
Roche Diagnostics 50mmol/L, pH 8,0; Colipase
Best.-Nr.: 05401704 190 (Schweinepankreas): = 0,9 mg/L; Na-

desoxycholat: 1,6 mmol/L; Calci-
umchlorid: 10 mmol/L; Detergenz; Kon-

servierungsmittel

SR Tartrat-Puffer: 10 mmol/L, pH 4,0; 1,2-O-
Roche Diagnostics Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsaure-(6-
Best.-Nr.: 05401704 190 methylresorufin)-ester: 0,27  mmol/L;

Taurodesoxycholat: 8,8 mmol/L; Deter-

genz; Konservierungsmittel

2.7 Histologische Analysen

Um postmortalen Veranderungen des Gewebes vorzubeugen und das Gewebe mog-
lichst in seiner Ursprungsform zu konservieren, wurde am Tag 27 das entnommene
Gewebe zunachst in 4 % phosphatgepufferter Formalin Losung (Grimm med. Logis-
tik GmbH, Torgelow, Deutschland) fur 2 - 3 Tage fixiert. Formalin fuhrt zur Vernet-
zung und Denaturierung von Proteinen und stoppt so die Autolyse des Gewebes,
was dieses dauerhaft haltbar macht. Um das Gewebe zu dehydrieren und somit auf
die Einbettung in hydrophobem Paraffin vorzubereiten, musste das Gewebswasser
durch Ethanol ersetzt werden. Da Ethanol allerdings ebenfalls nicht mit Paraffin
mischbar ist, musste dieses zunachst durch ,X-TRA-Solv* (MEDITE GmbH, Burg-
dorf, Deutschland, 41-5211-00) ersetzt werden. Nun wurden die Proben in flissiges
und heiles Paraffin Uberfuhrt. Diese Prozesse wurden automatisiert in einer Histoki-
nette (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland, Leica TP1020)
durchgefuhrt. Nach dem Abkuhlen und Ausharten hatten die Proben eine ausrei-
chend harte Konsistenz, um am Mikrotom (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Leica
RM2145) 4 ym dicke Schnitte anzufertigen. Diese wurden in einem 40°C warmen
Wasserbad, wo sie an der Oberflache schwammen, plan gezogen und auf Objekttra-
ger aufgebracht. AnschlieBend wurden sie zum Trocknen und zur besseren Anhaf-
tung fur 1 h bei 60°C im Ofen gebacken. Um die Schnitte mit wassrigen Farblosun-

gen zu farben, mussten diese zunachst entparaffiniert werden. Dazu wurde Paraffin
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durch ,X-TRA-Solv* aus den Schnitten herausgelost. Anschliel3end erfolgte die suk-
zessive Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden Ethanolkonzentration (100
%, 96 %, 80 %, 70 %). Nach dem Farben und/oder der Antikorperinkubation (siehe
hierzu jeweiligen Unterpunkt) wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanol-
konzentration (70 %, 80 %, 96 %, 100 %) dehydriert, in ,X-TRA-Solv* Uberfuhrt und
anschlieRend mittels Eindeckmedium (X-TRA-Kitt, MEDITE GmbH, 41-5219-00) und
Deckglas haltbar gemacht.

2.7.1 Hamatoxylin/Eosin Farbung

Zur mikroskopischen Evaluation morphologischer Charakteristika und zur planimetri-
schen Bestimmung nekrotischer Tumorareale wurden die Praparate mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt. Hamatoxylin ist eine farblose Substanz, die erst Uber mehrere
Zwischenschritte in die eigentlich farbende Substanz Hamalaun, welches eine dun-
kelblaue Farbe besitzt, Uberfihrt werden muss. Hamalaun zahlt aufgrund seiner posi-
tiven Ladungen zu den basischen Farbstoffen und lagert sich an negativ geladene,
basophile Phosphatgruppen der DNA an (Kernfarbung). Um den Kontrast zu erho-
hen, erfolgt die Gegenfarbung mit Eosin. Eosin zahlt zu den sauren Farbstoffen und
lagert sich in leicht saurer Losung aufgrund seiner negativen Ladung an die positiv
geladenen, acidophilen Proteine im Zytoplasma an.

Die Schnitte wurden zunachst rehydriert und fur 5 min in die Hamalaun-Farblosung
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, 109249) getaucht. Danach wurden sie fur 10
min unter lauwarmem Leitungswasser gespult. Dadurch kommt es zu einer Erhéhung
des pH-Wertes und zur typischen dunkelblauen Farbe (Blauen). Im Anschluss wur-
den die Schnitte fur eine Minute in eine wassrige 0,5 % Eosin Losung (Merck KGaA,
109844) getaucht und danach mit destilliertem Wasser gespult, um Uberschussige

Farbe zu entfernen.

2.7.2 Chloracetatesterase (CAE) Enzymhistochemie

Die CAE Enzymhistochemie dient zur Markierung neutrophiler Granulozyten. Dabei
macht man sich das Prinzip zunutze, dass ubiquitar vorkommende Esterasen unter-
schiedliche Substratspezifitaten aufweisen. Bei der CAE Enzymhistochemie wird ein
fur die Chloracetatesterase neutrophiler Granulozyten spezifisches Substrat (Naph-
thol AS-D Chloracetat) durch enzymatische Hydrolyse in freies Naphthol gespalten.

Dieses reagiert nun mit Echtgranatsalz zu einem roten Azofarbstoff.
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Zur Herstellung eines Pufferkonzentrates wurden 2,95 g Na;HPO4x2H,0, 0,49 ¢
KH2PO4 und 16 g NaCl in 100 ml destilliertem Wasser gelost. Anschlielend wurden
5ml dieses Pufferkonzentrates mit 10 mg Echtgranatsalz in 95 ml destilliertem Was-
ser und in einem separaten Ansatz 16 mg Naphthol AS-D Chloracetat in 2 ml Dime-
thylsulfoxid gelost. Diese beiden Losungen wurden miteinander vermischt und fil-
triert. In dieser Arbeitslosung wurden die Schnitte fir 3 h bei Raumtemperatur inku-
biert, danach unter flieRendem Wasser gespult und mit Hamalaun gegengefarbt. Ta-

belle 3 gibt eine Ubersicht (iber die verwendeten Materialien.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Materialien der CAE Enzymbhistochemie.

Verwendete Materialien Hersteller, Bestellnummer
Echtgranatsalz Sigma-Aldrich, F8761
Naphthol AS-D Chloracetat Sigma-Aldrich, NO758
Dimethylsulfoxid Merck, K42474852203

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy4) Merck,1104289
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Merck, K33351980429
(NagHPO4x2H20)

2.7.3 Immunhistochemie

2.7.3.1 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Grundlage der Immunhistochemie ist die selektive Bindung eines Antikorpers an sein
Antigen. Um die Bindung des Antikorpers an sein Epitop im Gewebe und die sich
bildenden Antigen-Antikorper-Komplexe sichtbar zu machen, ist es notwendig, die
Antikorper mit fluoreszierenden Farbstoffen oder Enzymen, welche ein farbiges Re-
aktionsprodukt bilden, zu markieren. Wird der primar bindende Antikorper an einen
Farbstoff oder einen Enzym gekoppelt, spricht man von direkter Immunhistochemie.
Alternativ kann auch ein sekundarer, mit einem Farbstoff oder einen Enzym verse-
hener Antikorper, der spezifisch an den primaren Antikorper bindet, verwendet wer-
den (indirekte Immunhistochemie). Die im folgenden aufgefluhrten Immunhistoche-
mien wurden nach dem Prinzip der indirekten Immunhistochemie angefertigt, da die-
se eine wesentlich empfindlichere Methode ist, da mehrere sekundare Antikorper an
einen primaren Antikorper binden konnen und es so zu einer Signalverstarkung

kommt.
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Zur Anfertigung der Immunhistochemie wurden die Paraffinschnitte zunachst rehy-
driert. Durch die Fixierung in Formalin und Paraffin kann sich die Antigenstruktur an-
dern und so dazu fuhren, dass der Antikorper nicht binden kann. Um die Antigene zu
demaskieren und so eine selektive Bindung des Antikorpers zu ermoglichen, wurden
die Schnitte in ,Dako target retrieval solution” (Dako GmbH, Hamburg, Deutschland,
S1699) bei 700 Watt fur 7 min in der Mikrowelle erhitzt (sog. "heat induced epitope
retrieval"). Nach dem Abkuhlen wurden die Schnitte mit Leitungswasser gespult. Zur
Supprimierung unspezifischer Hintergrundsignale wurde die Aktivitat endogener Per-
oxidasen fur 5 min mittels ,Peroxidase-Blocking Solution® (Dako GmbH, S2023) inhi-
biert und anschlieRend unter Leitungswasser gespult. Um unspezifische Bindungen
der Antikorper an das Gewebe zu blockieren, wurden die Schnitte mit ,Protein-Block,
Serum-Free” (Dako GmbH, X0909) fur 30 min behandelt. Anschlie®end wurden 100
Ml des primaren Antikorpers auf die Schnitte gegeben, welche dann bei 4°C Uber
Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert wurden. Nach Bindung des primaren Anti-
korpers wurden die Schnitte 3 mal 2 min mit Leitungswasser gespult, um ungebun-
dene primare Antikorper zu entfernen. Danach wurden fur 40 min 100 ul des sekun-
daren Antikorpers hinzugegeben und anschlieRend erneut unter Leitungswasser 3
mal 2 min gespult (Antikdrperverdinnung siehe Tabelle 4). Nun wurde ein fur die an
die sekundaren Antikorper gebundenen Enzyme spezifisches chromogenes Substrat
hinzugegeben. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde der optimale Zeitpunkt, bei
dem eine suffiziente Farbung stattgefunden hatte, bestimmt und die Reaktion mittels
3 mal 2 min spulen unter Leitungswasser beendet. Im Anschluss wurde eine Hama-

laun Gegenfarbung durchgefuhrt.

2.7.3.2 Verwendete Antikorper und Chromogene

Zur Darstellung sich in der S-Phase befindender proliferierender Zellen wurde ein
Maus anti-BrdU Antikorper verwendet. F4/80 ist ein bei Maus Makrophagen und
Mikroglia vorkommendes Membranprotein und wurde mittels Ratten anti-F4/80 Anti-
korper detektiert. a-SMA ist eine Isoform des Aktins. Diese Filamente sind Bestand-
teil des Zytoskeletts und wurden mittels Kaninchen anti-a-SMA Antikorper dargestellt.
Um Tumorgewebe von Maus eigenem Gewebe abzugrenzen, wurden Schnitte von
GFP exprimierenden Mausen mit Ziegen anti-GFP Antikorpern inkubiert. Tabelle 4
gibt eine Ubersicht tber die verwendeten primaren und sekundaren Antikorper.

Als chromogene Substrate wurden fur die mit ,Horseradish Peroxidasen® (HRP) kon-
jugierten sekundaren Antikorper ,Liquid DAB+" (Dako GmbH, K3467) und fur die mit
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Alkalischen Phosphatasen (AP) konjugierten sekundaren Antikorper ,Liquid Perma-
nent Red" (Dako GmbH, K0640) verwendet.

Tabelle 4: Ubersicht (iber die verwendeten primaren und sekundaren Antikérper.

Antigen primarer Antikorper sekundarer Antikorper

BrdU Monoklonal, Maus anti-BrdU Ziege anti-Maus HRP (Dako
(Dako GmbH, M0744, Verdin- GmbH, P0447, Verdinnung: 100-
nung: 50-fach) fach)

F4/80 Monoklonal, Ratten anti-F4/80 Ziege anti-Ratte AP (Santa Cruz
(AbD Serotec, Oxford, UK, Biotechnology, Dallas, USA, sc-
MCA497, Verdunnung: 10-fach) 2021, Verdunnung: 200-fach)

a-SMA Ployklonal, Kaninchen anti-a-SMA  Ziege anti-Kaninchen HRP (Dako
(Abcam, Cambridge, UK, ab5694, GmbH, P0448, Verdinnung: 100-
Verdinnung: 600-fach) fach

GFP Polyklonal, Ziegen anti-GFP (Ge-  Esel anti-Ziege HRP (Santa Cruz

ne Tex, San Antonio, USA,
GTX26673, Verdunnung: 500-

Biotechnology, sc-2020, Verdun-
nung: 200-fach)

fach)

2.7.4 ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

Zur Detektion apoptotischer Zellen benutzten wir das ,ApopTag Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit* (Millipore, Eschborn, Deutschland, S7100). Dieser detektiert
nach der TUNEL (TdT mediated dUTP-biotin nick end labeling) Methode Einzel-
strang und Doppelstrang DNA Bruche. Wahrend der Apoptose wird die DNA durch
Endonukleasen in viele Fragmente gespalten. Hierdurch entstehen viele freie 3’-OH-
Enden an der DNA. Die terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) verknupft Matri-
zen unabhangig freie 3'-OH-Enden mit Digoxigenin markierten und nicht markierten
Nukleotidtriphosphaten. An diese neu synthetisierten Nukleotidtriphosphat Oligomere
kann nun ein mit einer Peroxidase konjugierter Anti-Digoxigenin Antikorper binden.
Nach Hinzugabe eines chromogenen Substrats erfolgte an Stellen mit gebundenem
Anti-Digoxigenin Antikorper eine Farbung.

Um die Antigenbindungsstellen freizulegen, wurden die Proben zunachst fur 15 min
bei Raumtemperatur mit 60 yL Proteinase K (Dako GmbH, S3020) inkubiert und an-

schlielend fur 4 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur Abschwachung der
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Aktivitat endogener Peroxidasen wurde fur 5 min bei Zimmertemperatur ,Peroxidase-
Blocking Solution® hinzugegeben und danach 3 mal fur je 2 min mit Leitungswasser
gespiilt. Uberschissige Fliissigkeit wurde vorsichtig entfernt. Dann wurden fir 10 s
75 uL ,Equilibration Buffer” auf die Probe gegeben und Uberschissige Flussigkeit
erneut entfernt. Nun wurden 55 pL der TdT Enzymldsung hinzugefugt und fur 1 h bei
37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Folgenden wurden die Proben fur 10
min bei Raumtemperatur mit ,Stop/Wash Buffer” behandelt. Wahrenddessen wurde
das ,Anti-Digoxigenin Conjugate® auf Zimmertemperatur erwarmt. Danach wurden
die Schnitte fur 3 min in PBS gewaschen, 65 pL ,Anti-Digoxigenin Conjugate” auf die
Oberflache pipettiert, dies 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert und im An-
schluss daran erneut fur 3 mal 2 min in PBS gewaschen, um ungebundene Antikor-
per zu entfernen. Nun wurden 75 pL der Peroxidase Substrat Losung hinzugefugt
und fur ca. 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischenzeitlich wurde unter mikro-
skopischer Kontrolle die optimale Farbintensitat bestimmt. Um die Farbreaktion zu
stoppen, wurden die Praparate fur 3 min in destilliertem Wasser gewaschen und da-
nach 5 min bei Zimmertemperatur in selbigem getaucht. Die Gegenfarbung erfolgte

mit Hamalaun.

2.7.5 Histologische Auswertung

Alle histologischen Auswertungen erfolgten unter Verblindung am Olympus BX51
Mikroskop (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Pro Praparat wurden 10 zufallig auf
die gesamte Zirkumferenz des Tumors verteilte Gesichtsfelder mittels eines Zahlgit-
ter-Okulars ausgewertet. Die Auswertung der CAE Praparate erfolgte unter 200-
facher Vergroferung in einem Gewebebereich von 120 bis 420 ym vom Tumorrand
entfernt und die der BrdU, F4/80, a-SMA und ApopTag Praparate unter 400-facher
Vergrof3erung in einem Gewebebereich von 120 bis 270 ym vom Tumorrand ent-
fernt.

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils nekrotischer Areale wurden pro Praparat
10 zufallig aufgenommene Fotos unter 200-facher VergroRerung im Tumorrandbe-
reich (120 bis 420 ym vom Tumorrand entfernt) angefertigt und mit Hilfe von Adobe
Photoshop CS5 (Adobe, San Jose, Kalifornien, USA) ausgewertet.
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2.8 Statistik

Die Linienstreudiagramme zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung. Die
Boxplots zeigen den Median, das 25. und 75. Quartil in Form einer Box und das 10.
und 90. Quantil als Whisker.

Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des Mann-Whitney rank-sum test unter
Berucksichtigung der Akkumulation des a Fehlers bei multiplen Vergleichen mittels
Bonferroni Korrektur berechnet. Unterschiede mit p < 0,05 geteilt durch die Anzahl
sinnvoller Vergleiche wurden als signifikant bezeichnet. Unterschiede mit p < 0,08
geteilt durch die Anzahl sinnvoller Vergleiche wurden als Tendenz bezeichnet. Alle
Diagramme und Testungen auf Signifikanz wurden mit Hilfe von SigmaPlot 12 (Sys-
tat Software, Inc., San Jose, Kalifornien, USA) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 In vitro Proliferation muriner Adenokarzinomzelllinien

In vitro wurde die Proliferation von 6606PDA, 66061 und 7265PDA Zellen zunachst
indirekt mittels WST-Assays und direkt durch die Quantifizierung der Zellzahl in einer
Neubauer Zahlkammer gemessen. Im WST-Assay wurde die Dehydrogenaseaktivitat
der Zellen mittels Farbstoffumsatzes bestimmt. Dabei korrelierte der Umsatz des
Farbstoffes mit der Anzahl lebender Zellen und erbrachte so indirekt einen Nachweis
Uber die Proliferation der Karzinomzellen. Die Absorption des Farbstoffes wurde Uber
einen Zeitraum von insgesamt 6 h zu den Zeitpunktent=0h,t=1h,t=2h,t=4h
und t = 6 h gemessen. Innerhalb der ersten 2 h des WST-Assays war ein linearer
Anstieg der Absorption bei 450 nm fur alle drei Zelllinien zu verzeichnen. Aufgrund
des Substratverbrauches konnte zu spateren Messzeitpunkten (t =4 h, t = 6 h) keine
weitere Zunahme der Absorption mehr beobachtet werden (Abbildung 5.A). Da ein
sinnvoller Vergleich der Absorption der drei Zelllinien nur im linearen Bereich des
WST Assays stattfinden kann, wurde die Absorption bei t = 1 h als indirektes Mal} fur
die Zellproliferation zwischen den drei Zelllinien verglichen. Es stellten sich signifi-
kante Unterschiede im Proliferationsverhalten der drei Zelllinien dar. Dabei konnte
die hochste Absorption bei 6606PDA Zellen und die geringste Absorption bei
7265PDA Zellen gemessen werden (Abbildung 5.B).

Um Proliferation moglichst direkt zu quantifizieren, wurde nach der Aussaat einer
identischen Anzahl an Zellen die Zellzahl bei den drei Zelllinien Gber einen Zeitraum
von insgesamt 4 Tagen im Abstand von 24 h mittels Neubauer Zahlkammer be-
stimmt. Innerhalb der ersten 3 Tage expandierten 6606PDA Zellen am schnellsten
und die 7265PDA Zellen am langsamsten (Abbildung 5.C). Nach dem Erreichen
einer 100 % Zellkonfluenz am Tag 4 konnten sowohl fur die 6606PDA als auch fur
die 6606 eine etwa aquivalente Anzahl an Zellen bestimmt werden, wahrend bei der
7265PDA deutlich weniger Karzinomzellen quantifiziert wurden (Abbildung 5.D).

Die Ergebnisse des WST-Assays als auch die direkte Quantifizierung der Zellen in
einer Neubauer Zahlkammer waren zueinander konsistent. Beide Assays belegten
bei geringer Zellkonfluenz eine besonders hohe Proliferationsrate bei 6606PDA, eine
mittelhohe Proliferationsrate bei 66061 und eine niedrigere Proliferationsrate bei
7265PDA Zellen (Abbildung 5.B und Abbildung 5.C). Um den zeitlichen Aufwand
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daher zu minimieren, verwendeten wir fur die folgenden in vivo Versuche die beson-

ders schnell proliferierenden 6606PDA Zellen.
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Abbildung 5: Vergleich der Proliferation bei den 3 murinen Adenokarzinomzelllinien.
Die Proliferation der Zelllinien 6606PDA, 6606l und 7265PDA wurde indirekt mittels 6
stundigem WST-Assays (Abb. A; B) und direkter Bestimmung der Zellzahl (Abb. C;
D) evaluiert. Der lineare Bereich des WST-Assays erstreckte sich Uber einen Zeit-
raum von 2 h (Abb. A). Zum Zeitpunkt t = 1 h konnten signifikante Unterschiede bei
der gemessenen Absorption (bei 450 nm) der drei Zelllinien festgestellt werden (Abb.
B). Die direkte Evaluierung der Zellzahl Uber mehrere Tage zeigte, dass 6606PDA
Zellen am schnellsten und 7265PDA Zellen am langsamsten wahrend der ersten 3
Tage expandierten (Abb. C). Am Tag 4 bei 100 % Konfluenz der Zellen zeigte sich
eine aquivalente Zellzahl bei 6606PDA und 66061 Zellen, wahrend bei der 7265PDA
deutlich weniger Zellen quantifiziert wurden (Abb. D). Signifikante Unterschiede mit
*p <0,01; WST-Assay: n = 6 pro Zelllinie; Evaluation der Zellzahl: n = 3 pro Zelllinie.
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3.2 Charakterisierung des syngenen orthotopen Tumormodells

3.2.1 Histomorphologie der Adenokarzinome

Um zu uberprufen, wie sich eine chronische Pankreatitis, ein Diabetes oder die
Kombination aus beidem auf die Pathophysiologie eines etablierten Primartumors
des Pankreas auswirkte, injizierten wir 6606PDA Zellen in den Pankreaskopf von
diabetischen Mausen (obese) und normoglykamischen Kontrolltieren (lean). Bei je
einer Kohorte (lean Cer, obese Cer) wurde mittels repetitiver Cerulein Applikationen
eine chronische Pankreatitis induziert (Abbildung 6). In Analogie dazu wurden die
Sham Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham) mit NaCl behandelt (Abbildung 6).
Unabhangig vom Genotyp oder der Applikation von Cerulein entwickelten alle Mause

nach 20 Tagen Pankreaskopfkarzinome mit ahnlichen histologischen Merkmalen.

Tag 7 1517 19 22 24 26

A AAAAAAD
lean Sham —— 6606PDA 3xNacCl —
lean Cer —1 6606PDA 3xCer —
obese Sham —— 6606PDA 3xNaCl —
obese Cer — 6606PDA 3xCer —

Abbildung 6: Versuchsaufbau. Die Mause wurden in 4 Kohorten aufgeteilt. Am Tag
7 erfolgte die orthotope Transplantation der murinen pankreatischen duktalen A-
denokarzinomzelllinie 6606PDA in B6.V-Lep® (obese) oder B6.V-Lep®? (lean)
Geschwistertiere. Mittels repetitiver intraperitonealer Cerulein Applikation (50 ug/kg
Korpergewicht, 3x pro Tag, 3x pro Woche uber 2 Wochen,) wurde eine chronische
Pankreatitis in zwei Kohorten (lean Cer, obese Cer) induziert. Den Kontrollieren (lean
Sham, obese Sham) wurden analog der Cerulein Applikation eine 0,9 % NaCl-
Losung i.p. verabreicht.

Am Tumorrand konnten zwischen den Azini aber oft auch innerhalb des Tumors infilt-
rierende Leukozyten als Anzeichen fur eine Inflammation beobachtet werden

(Abbildung 7.A). Histologisch gliederten sich die Karzinome in vitale Tumorareale
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mit partiell tubuldren gangahnlichen Strukturen und in nekrotische Flachen
(Abbildung 7.B). Nekrosen imponierten histologisch als Detritus reiche Areale, die
durch typische histomorphologische Charakteristika wie die Karyorrhexis und die Ka-
ryolyse gekennzeichnet waren (Abbildung 7.B). Am Rande der Karzinome und am
Ubergang zum Pankreasgewebe verlief eine diinne fibrotische Kapsel (Abbildung
7.C). Diese umfasste die Karzinome beinahe in ihrer gesamten Zirkumferenz und
bildete eine Trennschicht zwischen dem eigentlichen Tumor und dem umliegenden
Gewebe. Im Gegensatz zu den Karzinomzellen war diese Schicht immunhistoche-
misch deutlich positiv fir a-SMA, u. a. ein Kennzeichen flr aktivierte pankreatische
Sternzellen (Abbildung 7.C). Die Karzinome wuchsen abgekapselt und verdrangten
dabei das umliegende Gewebe.

Abbildung 7: Histomorphologische und immunhistochemische Charakterisierung der
Adenokarzinome. Nach einer HE Farbung wurden am Rande der Tumore zwischen
Azini (Raute) infiltrierende inflammatorische Zellen (gestrichelter Pfeil) identifiziert
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(Abb. A, lean Sham). Das Innere der Tumore war in der Histologie aus vitalen Karzi-
nomzellen (Pfeil) mit nekrotischen Arealen (Pfeilspitze) und einigen wenigen epitheli-
alen duktalen Strukturen (Blockpfeil) charakterisiert (Abb. B, lean Sham, HE-
Farbung). Nach Durchfuhrung einer a-SMA Immunhistochemie konnte eine fibroti-
sche Schicht (Sternchen) am Rande des Tumors identifiziert werden (Abb. C, lean
Sham, a-SMA). Nach Injektion von 6606PDA Zellen in das Pankreas von Mausen,
die ubiquitar das Quallenprotein GFP exprimierten, konnte mittels GFP Immunhisto-
chemie festgestellt werden, dass dieses fibrotische Gewebe (Sternchen) vom Trager-
tier und nicht von den injizierten Tumorzellen stammt (Abb. D, C57BL6-Tg ‘™
eGFP10sb/J Sham)

Um die Grenze zwischen dem Tragertier und dem Tumorgewebe zu determinieren,
injizierten wir 6606PDA Zellen in den Pankreaskopf von ubiquitar GFP exprimieren-
den Mausen. Mittels GFP Immunhistochemie konnte eindeutig festgestellt werden,
dass die fibrotische Kapsel vom Tragertier stammte und somit das Ergebnis einer
desmoplastischen Reaktion darstellte (Abbildung 7.D). Zusatzlich wurden jedoch
auch GFP positive Zellen im Inneren des Karzinoms beobachtet (Abbildung 7.D).

3.2.2 Verifizierung der diabetischen Stoffwechsellage
und der chronischen Pankreatitis

Um zu Uberprifen, ob die entsprechenden Tierkohorten tatsachlich an einem Diabe-
tes mellitus Typ 2 oder an einer Pankreatitis erkrankt waren, wurde die Blutglukose-
konzentration, das Korpergewicht, die Lipaseaktivitat im Blutplasma und das Pan-
kreasgewicht gemessen. Praoperativ konnten bei diabetischen Tieren (obese Sham,
obese Cer) erhohte Blutglukosekonzentrationen gemessen werden, welche im post-
operativen Verlauf bis zum Zeitpunkt der Gewebeasservierung sukzessive abfielen
(Abbildung 8.A). Die normoglykamischen Kontrolltiere (lean Sham, lean Cer) hatten
hingegen Uber die gesamte Versuchsdauer relativ konstant niedrigere Blutglukose-
konzentrationen (Abbildung 8.A). Bei mit Cerulein behandelten Tieren (lean Cer,
obese Cer) konnten uUber die gesamte Versuchsdauer ahnliche Blutglukosekonzent-
rationen wie bei den mit NaCl behandelten Kohorten (lean Sham, obese Sham) ge-
messen werden, sodass kein signifikanter Einfluss der chronischen Pankreatitis auf
diesen Parameter festzustellen war (Abbildung 8.A).

Im Vergleich zu den lean Kontrolltieren (lean Sham, lean Cer) hatten die obese Tiere
(obese Sham, obese Cer) ein etwa doppelt so hohes Koérpergewicht (Abbildung
8.B). Postoperativ konnte bei allen Kohorten ein transienter und moderater Abfall des
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Korpergewichts festgestellt werden. Dieses normalisierte sich innerhalb von 3 Tagen

wieder annahernd auf das praoperative Niveau (Abbildung 8.B).
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Abbildung 8: Verifizierung der diabetischen Stoffwechsellage und der chronischen
Pankreatitis. Vor Injektion der 6606PDA Zellen am Tag 7 wiesen sowohl Sham be-
handelte als auch mit Cerulein behandelte obese Mause (obese Sham, obese Cer)
im Vergleich zu Sham oder Cerulein behandelten lean Tieren (lean Sham, lean Cer)
eine hohere Blutglukosekonzentration auf (Abb. A). Das Korpergewicht der obese
Mause (obese Sham, obese Cer) war wahrend des gesamten Experimentes deutlich
hoher als das der lean Mause (lean Sham, lean Cer), wobei bei allen Kohorten nur
eine minimale postoperative Reduktion des Korpergewichtes am Tag 8 bis Tag 15
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beobachtet wurde (Abb. B). Die Induktion der chronischen Pankreatitis fuhrte bei den
mit Cerulein behandelten Kohorten (lean Cer, obese Cer) im Vergleich zu den Kon-
trolltieren (lean Sham, obese Sham) am Tag 15 zu einer gesteigerten Lipaseaktivitat
im Plasma (Abb. C) und zu einer Atrophie des Pankreasparenchyms am Tag 27 (Abb
D). Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der orthotopen Zellimplantation und die ge-
strichelten Pfeile den Beginn der Cerulein Behandlung (Abb. A und B). Signifikante
Unterschiede mit *p < 0,01; lean Sham n = 11, lean Cerulein n = 10, obese Sham n =
11, obese Cerulein n = 13.

Im Verlauf der Induktion der chronischen Pankreatitis ab Tag 15 konnte bei den mit
Cerulein behandelten obese Tieren (obese Cer) ein progredienter marginaler Ge-
wichtsverlust beobachtet werden, wahrend die mit NaCl behandelten obese Mause
(obese Sham) an Gewicht zunahmen. Im Gegensatz zu den obese Tieren (obese
Sham, obese Cer) war das Korpergewicht der lean Tiere (lean Sham, lean Cer) Uber
die gesamte Versuchsdauer relativ konstant, ohne dass ein Einfluss der konkomitie-
renden Pankreatitis erkennbar war (Abbildung 8.B). Der progrediente, wenn auch
dezente Abfall des Korpergewichtes ab Tag 15 bei den mit Cerulein behandelten o-
bese Tieren (obese Cer) korrelierte mit einem ebenfalls dezenten Abfall der Blutglu-
kosekonzentration in dieser Kohorte (Abbildung 8.A und Abbildung 8.B).

Um die korrekte Induktion der chronischen Pankreatitis zu verifizieren, wurde die Li-
paseaktivitat im Plasma und das Pankreasgewicht bei allen 4 Kohorten bestimmt.
Am Tag 15 konnte bei mit Cerulein behandelten lean Mausen (lean Cer) eine signifi-
kante Erhdhung der Plasma Lipaseaktivitat im Vergleich zu den mit NaCl behandel-
ten lean Kontrolltieren (lean Sham) festgestellt werden (Abbildung 8.C). Auch mit
Cerulein behandelte obese Mause (obese Cerulein) hatten eine signifikant hohere
Plasma Lipaseaktivitat als die mit NaCl behandelte obese Kohorte (obese Sham)
(Abbildung 8.C). Die Kombination aus einem Diabetes und einer Pankreatitis (obese
Cer) fuhrte zu einer hoheren Lipaseaktivitat als eine alleinige Pankreatitis (lean Cer)
(Abbildung 8.C). Das Pankreasgewicht wurde am Tag 27 im Zuge der Gewebe-
asservierung bestimmt. Sowohl bei lean (lean Cer) als auch bei obese (obese Cer)
Kohorten flhrte die kontinuierliche Cerulein Applikation innerhalb von 2 Wochen zu
einer signifikanten Reduktion des Pankreasgewichtes im Vergleich zu den korres-
pondierenden mit NaCl behandelten Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham)
(Abbildung 8.D).
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3.3 Diabetes Typ 2 erhdoht das Tumorgewicht

Wahrend der makroskopischen Analyse der praparierten Karzinome fiel die helle
Farbe der Tumore, moglicherweise als Hinweis auf eine schlechte Vaskularisation,
auf (Abbildung 9.A). Palpatorisch waren die Tumore von einer derben Konsistenz.
Wahrend sich makroskopisch keine offensichtlichen Unterschiede zwischen der Tu-
morgrof3e von Tieren mit einer chronischen Pankreatitis (lean Cer, obese Cer) im
Vergleich zu den mit NaCl behandelten Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham)
erheben liel3en, hatten diabetische Tiere (obese Sham, obese Cer) 3 Wochen nach

Tumorzelltransplatation deutlich gréRere Tumore als ihre lean Kontrolltiere (lean
Sham, lean Cer) (Abbildung 9.A).
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Abbildung 9: Einfluss der chronischen Pankreatitis und des Diabetes mellitus Typ 2
auf das Tumorgewicht. Charakteristische Abbildungen der praparierten Karzinome
belegen, dass sich klar erkennbare Tumore im Pankreasgewebe in der Nahe des
Duodenums bildeten (Abb. A). Die Quantifizierung des Tumorgewichts am Tag 27
ergab, dass obese Mause (obese Sham, obese Cer) groRere Tumore im Vergleich
zu lean Mausen (lean Sham, lean Cer) aufwiesen, wahrend die Induktion einer chro-
nische Pankreatitis (lean Cer, obese Cer im Vergleich zu lean Sham, obese Sham)
nur einen moderaten Einfluss auf das Tumorgewicht hatte (Abb. B). Signifikante Un-
terschiede mit *p < 0,01; lean Sham n = 11, lean Cerulein n = 10, obese Sham n =
11, obese Cerulein n = 13.

Die exakte Quantifizierung des Tumorgewichts erbrachte, dass Mause mit einer
chronischen Pankreatitis (lean Cer, obese Cer) geringfligig grofere Tumore als ihre
korrespondierenden Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham) hatten (Abbildung

9.B). Bei Karzinomen von diabetischen Tieren (obese Sham, obese Cerulein) konnte
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hingegen ein signifikant hoheres Tumorgewicht im Vergleich zu ihren normoglykami-
schen Kontrolltieren (lean Sham, lean Cer) nachgewiesen werden (Abbildung 9.B).
Dies war ca. doppelt so hoch wie das der nichtdiabetischen Tiere (Vergleich obese
vs. lean) (Abbildung 9.B). Auch die Kombination eines Diabetes und einer chroni-
schen Pankreatitis (obese Cer) erzeugte nur moderat grof3ere Tumore im Vergleich

zum alleinigen Diabetes (obese Sham) (Abbildung 9.B).

3.4 Diabetes Typ 2 erhoht die Proliferation der Karzinomzellen

Um zu evaluieren ob sich die chronische Pankreatitis oder der Diabetes mellitus Typ
2 auf die Proliferation der Karzinomzellen in vivo auswirkten, wurde die Anzahl an
BrdU positiven Karzinomzellen innerhalb der Tumore bestimmt. Mikroskopisch stell-
ten sich BrdU positive Zellen mit einem braunen Zellkern dar, wahrend BrdU negati-

ve Zellen Hamalaun gefarbte blaue Zellkerne aufwiesen (Abbildung 10.A).

4 - o - a *
g < Ve #
. & | 1
» 3 ® 3. e *
- o - . - o S 60 4 I I
.8 -2 ‘ 4 ke
bt ©
- z
- -« -
.. '. L3 & L F % *‘7
"~ . ) ]
- » 10%% : ® ."._. ¢ e 8 i
s <2
lean Sham 50um lean Cer 50pm &
A * o b 3 E
- N
~ - O - ¢ > +D 20
» Rl
- ] l‘ - 2 g 4 e E
@ L) ‘9\} 2" - ~ rs oM
(R o S %
& a s V@ J 94 ‘:: . » |
Qﬂ. e g : e & - 0
Ry o » s |
e ¢ ~ ™) - » o & .
% g > - i Sham Cer Sham Cer
obese Sham « * & "« 50um obese Cer ° o 50um
» e e < —_— — lean —— —— obese —

Abbildung 10: Einfluss der chronischen Pankreatitis und des Diabetes mellitus Typ
2 auf die Proliferation der Karzinomzellen. Die mittels BrdU Immunhistochemie cha-
rakterisierte Karzinomzellproliferation am Tag 27 belegt eine erhdhte Proliferationsra-
te von Tumorzellen in obese Tieren (obese Sham, obese Cer) im Vergleich zu lean
Tieren (lean Sham, lean Cer) (Abb. A). Bei der Quantifizierung BrdU positiver Zellen
konnten bei obese Tieren (obese Sham) signifikant mehr BrdU positive Zellen detek-
tiert werden als bei lean Tieren (lean Sham), wahrend die chronische Pankreatitis
(lean Cer, obese Cer im Vergleich zu lean Sham, obese Sham) einen geringen Ein-
fluss auf die BrdU Inkorporation hatte (Abb. B). Signifikante Unterschiede mit *p <
0,007 und tendenzielle Unterschiede mit *p < 0,011; lean Sham n = 11, lean Cerulein
n =7, obese Sham n = 10, obese Cerulein n = 13.
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Die chronische Pankreatitis (lean Cer, obese Cer) hatte, verglichen mit den jeweili-
gen Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham), keinen signifikanten Einfluss auf die
Menge an BrdU positiven Zellkernen innerhalb der Karzinome (Abbildung 10.B). Die
diabetischen und mit NaCl behandelten Tiere (obese Sham) wiesen eine signifikant
hohere Anzahl an BrdU positiven Zellen als normoglykamische und mit NaCl behan-
delte Kontrolltiere (lean Sham) auf (Abbildung 10.B). Eine tendenziell vermehrte
BrdU Inkorporation war unter Tieren mit einer Pankreatitis und einem Diabetes (obe-
se Cer) verglichen mit Tieren ohne weitere Komorbiditat (lean Sham) festzustellen
(Abbildung 10.B).

3.5 Diabetes Typ 2 beeinflusst nicht den Zelltod

Nachdem wir eruieren konnten, dass der Diabetes mellitus Typ 2, aber nicht die
chronische Pankreatitis zum einen grof3ere Tumore generierte und zum anderen die
Zellproliferation erhdhte, untersuchten wir den Einfluss dieser beiden Faktoren auf
den Zelltod. Apoptotische Zellen konnten in der Immunhistochemie mittels ApopTag
Kits anhand ihres braunen Zellkerns identifiziert werden, wahrend bei nicht apoptoti-
schen Zellen die Zellkerne durch Hamalaun blau gefarbt waren (Abbildung 11.A).
Die chronische Pankreatitis (lean Cer, obese Cer) beeinflusste die Apoptose vergli-
chen mit den korrespondierenden Kontrollgruppen (lean Sam, obese Sham) nur ge-
ringfugig (Abbildung 11.B). Des Weiteren konnten ebenfalls nur dezente Unter-
schiede in der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen diabetischen Tieren (obese
Sham, obese Cer) und ihren korrespondierenden Kontrollgruppen (lean Sham, lean
Cer) detektiert werden (Abbildung 11.B). Auch in Tumoren von Mausen mit diabeti-
scher Stoffwechsellage und einer konkomitierenden chronischen Pankreatitis (obese
Cer) konnte im Vergleich zu den anderen Kohorten (lean Sham, lean, Cer, obese
Sham) keine starke Zunahme des programmierten Zelltodes festgestellt werden
(Abbildung 11.B).

Da sich zwischen den einzelnen Kohorten nur geringe Unterschiede in der Anzahl
apoptotischer Zellen quantifizieren lielRen, wurde die Nekrose als eine weitere Form
des Zelltodes ausgewertet. Nekrotische Gewebebereiche stellten sich in der HE Far-
bung als eosinophile, Detritus reiche und durch Karyorrhexis und Karyolyse gekenn-
zeichnete Areale dar (Abbildung 11.C).
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Abbildung 11: Evaluation der Apoptose und Nekrose. Am Tag 27 wurden apoptoti-
sche Zellkerne mittels ApopTag Kit (brauner Zellkern) und nicht apoptotische Zell-
kerne mittels Hamalaunfarbung (blaue Zellkerne) dargestellt (Abb. A). Die Quantifi-
zierung ApopTag positiver Zellkerne ergab keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Kohorten (Abb. B). Nekrotische Flachen wurden durch die auf-
tretende Karyolyse und Karyorrhexis mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung identifiziert
(Abb. C, gestrichelte Linie). Die Quantifizierung des prozentualen Anteils der nekroti-
schen Areale ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Kohor-
ten (Abb. D). Abb. B: lean Sham n = 4, lean Cerulein n = 4, obese Sham n = 3,
obese Cerulein n = 4; Abb. D: lean Sham n = 8, lean Cerulein n = 8, obese Sham n =
7, obese Cerulein n = 8.

Konsekutiv wurde eine planimetrische Bestimmung der nekrotischen Areale bei den
einzelnen Kohorten durchgefiihrt. Anhand dieser konnten wir feststellen, dass es im
Kontext einer chronischen Pankreatitis (lean Cer, obese Cer) verglichen mit den Kon-
trolltieren (lean Sham, obese Sham) zu keiner vermehrten Bildung von nekrotischen
Arealen kam (Abbildung 11.D), sodass nur ein marginaler Einfluss der chronischen
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Pankreatitis auf diesen Parameter nachgewiesen werden konnte. Diabetische Tiere
(obese Sham, obese Cer) wiesen nur geringfugig hohere Anteile nekrotischer Fla-
chen im Vergleich zu normoglykamischen Kontrolltieren (lean Sham, lean Cer) auf
(Abbildung 11.D), sodass auf Grundlage dieser Daten kein signifikanter Einfluss des
Diabetes auf die Nekrose festgestellt wurde.

3.6 Vaskularisation und Evaluation a-SMA positiver Zellen

Um zu verifizieren, ob eine bessere Vaskularisation fur die starker proliferierenden
Karzinome der diabetischen Tiere mit verantwortlich sein konnte, wurde die Anzahl
an a-SMA positiven Blutgefal3en innerhalb der Tumore bestimmt. In der a-SMA Im-
munhistochemie stellten sich diese als braune, rohrenférmige von einem Endothel
ausgekleidete Strukturen dar (Abbildung 12.A). Gelegentlich konnten im Lumen der
Blutgefalle noch Erythrozyten detektiert werden (Abbildung 12.A). Sowohl die mit
Cerulein behandelten und in der Folge an einer Pankreatitis erkrankten Kohorten
(lean Cer, obese Cer) als auch die mit NaCl behandelten Vergleichsgruppen (lean
Sham, obese Sham) wiesen eine ahnlich geringe Anzahl an Blutgefal’en innerhalb
der Karzinome auf (Abbildung 12.B). Auch zwischen diabetischen Tieren (obese
Sham, obese Cer) und nichtdiabetischen Kontrolltieren (lean Sham, lean Cer) diffe-
rierte die Anzahl an a-SMA positiven Blutgefalden trotz der grof3eren Tumore und der
gesteigerten Proliferation der Karzinomzellen bei diabetischen Tieren nicht wesent-
lich (Abbildung 12.B).

Aktivierte pankreatische Sternzellen konnen u. a. die Proliferation von pankreati-
schen Adenokarzinomzellen verstarken. Diese werden durch inflammatorische Sti-
muli aus einem ruhenden in einen aktivierten Zustand versetzt und exprimieren Gene
wie z. B. a-SMA. Spindelformige, Fibroblasten ahnliche Zellen, die a-SMA exprimier-
ten, wurden sowohl am Tumorrand (Abbildung 7.C) aber auch im Inneren der Tu-
more detektiert (Abbildung 12.C). Bei den mit Cerulein behandelten Kohorten (lean
Cer, obese Cer) konnte eine ahnliche Anzahl an a-SMA positiven Zellen wie bei den
Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham) quantifiziert werden (Abbildung 12.D).
Folglich konnte nur ein marginaler Effekt der chronischen Pankreatitis (lean Cer, o-
bese Cer) auf die Menge von a-SMA positiven Zellen in den PDAs beobachtet wer-
den. Auch diabetische Tiere (obese Sham, obese Cer) wiesen eine annahrend aqui-
valente Anzahl an a-SMA positiven Zellen innerhalb der Karzinome im Vergleich zu
den nicht diabetischen Tieren (lean Sham, lean Cer) auf (Abbildung 12.D).
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Somit konnte weder im Zusammenhang mit der chronischen Pankreatitis noch dem
Diabetes ein Einfluss auf die Anzahl der a-SMA positiven Blutgefalie oder der a-SMA

positiven Zellen innerhalb der Karzinome nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Analyse der Blutgefalle und Anzahl der a-SMA positiven Zellen. Am
Tag 27 wurden mittels a-SMA Immunhistochemie (braune Zellen) Blutgefal’e darge-
stellt, wahrend alle Zellkerne des Gewebes durch die Hamalaunfarbung blau gefarbt
wurden (Abb. A). Eine Quantifizierung der Anzahl a-SMA positiver Blutgefalle lie®
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Kohorten erkennen (Abb.
B). a-SMA positive Fibroblasten ahnliche Zellen konnten mittels Immunhistochemie
in den Karzinomen dargestellt werden (Abb. C). Die Anzahl a-SMA positiver Zellen
pro Gesichtsfeld differierte jedoch nicht wesentlich zwischen den einzelnen Kohorten
(Abb. D). lean Sham n = 4, lean Cerulein n = 4, obese Sham n = 3, obese Cerulein n
=4.
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3.7 Evaluation der Inflammation

Da die chronische Pankreatitis Uberraschenderweise nur einen geringen Einfluss auf
die Pathophysiologie eines etablierten Primartumors des Pankreas hatte, untersuch-
ten wir, ob die Pankreatitis zu einer vermehrten Infiltration inflammatorischer Zellen in
das Tumorgewebe fuhrte. Als Parameter fur die Inflammation werteten wir die Anzahl
von F4/80 positiven Makrophagen und CAE positiven neutrophilen Granulozyten in-
nerhalb der Karzinome aus. In der Immunhistochemie stellten sich F4/80 positive
Makrophagen als rote Zellen mit einem blauen Zellkern dar (Abbildung 13.A). Die
mit Cerulein behandelten Tiere (lean Cer, obese Cer) wiesen bei der Analyse des
Gewebes eine moderat vermehrte Infiltration von F4/80 positiven Makrophagen ver-
glichen mit den Sham Kontrollgruppen (lean Sham, obese Sham) auf (Abbildung
13.B). Bei diabetischen Tieren (obese Sham, obese Cer) konnte im Vergleich zu den
normoglykamischen Kontrolltieren (lean Sham, lean Cer) eine ahnliche Anzahl an
Makrophagen innerhalb der Karzinome quantifiziert werden (Abbildung 13.B).
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Abbildung 13: Analyse von F4/80 positiven Zellen. F4/80 positive Zellen wurden am
Tag 27 mittels Immunhistochemie (rot) in Hamalaun gegengefarbten Tumorgewebe
(blau) dargestellt (Abb. A). Die Quantifizierung von F4/80 positiven Zellen lie® nach
der Induktion einer chronischen Pankreatitis (lean Cer, obese Cer im Vergleich zu
lean Sham, obese Sham) keine wesentlichen Unterschiede in der Anzahl von F4/80
positiven Zellen erkennen (Abb. B). lean Sham n = 8, lean Cerulein n = 8, obese
Sham n = 8, obese Cerulein n = 9.

Die durch Cerulein induzierte chronische Pankreatitis ist hauptsachlich durch die In-

filtration neutrophiler Granulozyten in das Tumorgewebe gekennzeichnet. In der En-
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zymhistochemie imponieren diese als rote Zellen mit einem blauen Kern (Abbildung
14.A). Im Vergleich zu ihren korrespondierenden mit NaCl behandelten Kontrollgrup-
pen (lean Sham, obese Sham) konnte bei den mit Cerulein behandelten Kohorten
(lean Cer, obese Cer) eine dezent erhdhte Anzahl CAE positiver Zellen innerhalb der
Karzinome nachgewiesen werden (Abbildung 14.B). Im Kontext der chronischen
Pankreatitis kann also eine moderat gesteigerte Infiltration von CAE positiven Zellen
in das Tumorgewebe beobachtet werden. Bei diabetischen Tieren (obese Sham, o-
bese Cer) kam es hingegen verglichen mit den normoglykamischen Kontrolltieren
(lean Sham, lean Cer) zu einer verminderten Infiltration von CAE positiven Zellen ins
Tumorgewebe (Abbildung 14.B). Die Kombination eines Diabetes mellitus Typ 2 mit
einer chronischen Pankreatitis (obese Cer) fuhrte zu einer moderaten Erhohung CAE
positiver Zellen verglichen mit nur diabetischen Kontrolltieren (obese Sham)
(Abbildung 14.B). Im Vergleich zu mit Cerulein behandelten nichtdiabetischen Tie-
ren (lean Cer) war diese jedoch weniger stark ausgepragt (Abbildung 14.B). Aller-

dings waren diese Unterschiede nicht signifikant.
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Abbildung 14: Analyse von CAE positiven Zellen. Inflammatorische Zellen (vorwie-
gend neutrophile Granulozyten) wurden mittels einer CAE Enzymhistochemie (rot) in
Hamalaun gefarbten Tumorgewebe (blau) am Tag 27 dargestellt (Abb. A). In Mausen
mit einer chronischen Pankreatitis (lean Cer, obese Cer im Vergleich zu lean Sham,
obese Sham) war die Infiltration von CAE positiven Zellen in das Tumorgewebe mo-
derat erhoht (Abb. B), wahrend ein Diabetes mellitus Typ 2 (obese Sham, obese Cer)
die Migration von CAE positiven Zellen im Vergleich zu nichtdiabetischen Mausen
(lean Sham, lean Cer) in den Tumor senkte (Abb. B). lean Sham n = 11, lean Ceru-
lein n =9, obese Sham n =9, obese Cerulein n = 12.
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3.8 Analyse der Blutbilder

Die Anzahl von Leukozyten, Lymphozyten und Monozyten plus neutrophilen Gra-
nulozyten wurde am Tag 27 im peripheren Blut bestimmt. Die chronische Pankreatitis
(lean Cer, obese Cer) fuhrte verglichen mit den Kontrollgruppen (lean Sham, obese
Sham) nur zu einer geringfugigen Erhoéhung in der Anzahl von Leukozyten. Diabetes
(obese Sham, obese Cer) hingegen fuhrte im Vergleich zu nichtdiabetischen Kohor-
ten (lean Sham, lean Cer) zu einer geringen Reduktion der Leukozyten (Abbildung
15.A). Neben der Analyse der Gesamtzahl der Leukozyten wurde auch eine Analyse
der einzelnen Leukozyten Fraktionen durchgefuhrt. Wahrend eine Pankreatitis (lean
Cer, obese Cer) kaum Einfluss auf die Anzahl der Lymphozyten hatte, war bei diabe-
tischen Tieren (obese Sham, obese Cer) gegenuber nicht diabetischen Tieren (lean
Sham, lean Cer) eine moderate Lymphopenie festzustellen (Abbildung 15.B). Un-
terschiede in der Anzahl von Monozyten plus neutrophilen Granulozyten konnten
weder fur den Diabetes (Vergleich lean vs. obese) noch fur die chronische Pankreati-
tis (Vergleich Sham vs. Cer) festgestellt werden (Abbildung 15.C).
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Abbildung 15: Analyse der Differentialblutbilder. Die Analyse des Blutbildes der ein-
zelnen Kohorten am Tag 27 konnte keine wesentlichen Unterschiede in der Anzahl
der Leukozyten nachweisen (Abb. A). Hingegen konnte eine moderate Lymphopenie
(Abb. B) der obese Tiere (obese Sham, obese Cer) im Vergleich zu den lean Kon-
trolltieren (lean Sham, lean Cer) festgestellt werden. Die Anzahl der Monozyten plus
neutrophilen Granulozyten differierte nicht wesentlich zwischen den Gruppen (Abb.
C). lean Sham n = 6, lean Cerulein n = 5, obese Sham n = 10, obese Cerulein n = 9.
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3.9 Analyse der Metastasierung

Innerhalb von 20 Tagen nach Injektion der 6606PDA Karzinomzellen entwickelten
sich, unabhangig vom Genotyp oder der begleitenden Cerulein oder Sham Behand-
lung, bei 100% der Tiere verlasslich Pankreaskopfkarzinome (Abbildung 16). In
Kontrolltieren (lean Sham) konnte keine Metastasierung in die Leber oder in mesen-
teriale Lymphknoten beobachtet werden (Abbildung 16). Weder eine zusatzliche
chronische Pankreatitis (lean Cer) noch ein Diabetes mellitus (obese Sham) oder
eine Pankreatitis mit einem konkomitierenden Diabetes (obese Cer) fuhrte zu einer

vermehrten Metastasierung der Primartumore (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Anzahl der detektierten Primartumore und Metastastasen nach er-
folgter Injektion von 6606PDA Zellen in den Pankreaskopf. Am Tag 27 wurden in al-
len Mausen Adenokarzinome im Pankreas identifiziert, aber ohne eine makrosko-
pisch erkennbare Metastasierung in die Leber oder mesenteriale Lymphknoten. Das
Balkendiagramm zeigt die absolute Anzahl der durchgefuhrten Zellinjektionen, die
Anzahl beobachteter Primartumore und die korrespondierende Anzahl an Metasta-
sen. lean Sham n = 11, lean Cerulein n = 10, obese Sham n = 11, obese Cerulein n
=13.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Materialien

4.1.1 Syngenes orthotopes Karzinommodell

Um PDAs in vivo zu studieren, gibt es eine Reihe von Mausmodellen wie z. B.
Transplantationsmodelle, Karzinogen induzierte und genetisch modifizierte Mausmo-
delle.

Die Verwendung des syngenen orthotopen Tumormodelles bietet eine Reihe von
Vorteilen gegenuber anderen Transplantationsmodellen. Bei diesem Modell werden
murine PDA Zelllinien, welche vorher z. B. aus genetisch modifizierten Mausen iso-
liert wurden, in immunkompetente Mause implantiert [120, 121]. Xenogene Modelle
verwenden hingegen humane PDA Zelllinien wie z. B. Panc-1 oder MIA PaCa-2 Zel-
len [122]. Dies setzt die Verwendung eines immunkompromittierten Tragertieres vo-
raus, da das Immunsystem eines immunkompetenten Tragertiers eine AbstolRungs-
reaktion des transplantierten Gewebes induzieren wirde. Diese Modelle verwenden
daher z. B. severe combined immunodeficient (SCID) Mause, welche aufgrund einer
Genmutation keine funktionsfahigen B- oder T-Zellen bilden und folglich die Trans-
plantation von xenogenem Gewebe tolerieren [123]. Die in den Tumor infiltrierenden
Immunzellen haben allerdings einen sowohl positiven als auch negativen Einfluss auf
das Wachstum, die Invasivitat, die Metastasierung und auf die Prognose der Patien-
ten [124]. Daher stellt die Immundefizienz bei xenogenen Modellen einen entschei-
denden Nachteil gegentuber dem syngenen Modell dar. Weiterhin sind immunkom-
promittierte Mause sehr vulnerabel und haben eine erhdhte Inzidenz fur chirurgische,
infektiose und Anasthesie bedingte Komplikationen [125].

Im Gegensatz zu der in dieser Studie verwendeten, relativ kurzlich isolierten, neuen,
bislang wenig charakterisierten und wenig passagierten 6606PDA Zelllinie [117, 120]
wurden andere Zelllinien wie z. B. die oben erwahnten Panc-1 oder MIA PaCa-2 Zell-
linien bereits in den 1970er Jahren isoliert [126, 127]. Es ist gut dokumentiert, dass
durch multiple in vitro Passagierungen zusatzliche genetische Mutationen akkumulie-
ren, welche zu phanotypischen Unterschieden fuhren kdonnen [122, 128]. Weiterhin
kann es im Rahmen der multiplen Passagierungen zu Kreuzkontaminationen und
Missidentifikationen der Zelllinien kommen, was ebenfalls in phanotypischen Unter-
schieden kulminiert [128].
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Neben der Art des verwendeten Gewebes kann man Transplantationsmodelle noch
nach dem Transplantationsort in orthotope intrapankreatische und heterotope extra-
pankreatische Modelle einteilen. Dabei bietet eine orthotope Transplantation den
entscheidenden Vorteil, den Einfluss des Stromas auf die Karzinomzellen studieren
zu konnen [129]. Dies ist gerade bei PDAs von eminent wichtiger Bedeutung, da die
Interaktion dieser Tumore mit nur im Pankreas vorkommenden pankreatischen
Sternzellen eine entscheidende Determinante in Bezug auf das Tumorwachstum, der
Metastasierung und der Chemo- und Strahlentherapieresistenz ist [50]. Da bei hete-
rotopen Modellen die Karzinomzellen meistens s.c. in die Flanken der Mause implan-
tiert werden, wird hier nicht die Interaktion der Karzinomzellen mit dem pankreasspe-
zifischen Mikromilieu berucksichtigt, was einen entscheidenden Nachteil dieser Mo-
delle darstellt. Dies kann zum einen dazu fuhren, dass Medikamente, welche sich im
s.c. Modell als vielversprechend erwiesen, nur eine geringe Wirkung im Versuch mit
humanen Probanden haben. Zum anderen kann es zu einer veranderten Genex-
pression kommen, welche nicht die des tatsachlichen Tumors wiederspiegelt [130].
Im Vergleich zur orthotopen Transplantation ist die heterotope s.c. Transplantation
ein operationstechnisch weniger anspruchsvolles und weniger zeitintensives Verfah-
ren, wahrend im Rahmen der orthotopen Transplantation der Bauchraum eroffnet
und das Pankreas mobilisiert werden muss [129]. Dies geht mit einem grof3eren ope-
rativen Trauma sowie einem hoheren Risiko an intra- und postoperativen Komplikati-
onen einher, sodass die Tiere deutlich langer brauchen, um sich von der Operation
zu erholen [125]. Heterotope Karzinome zeichnen sich zwar durch ein gutes lokales
Wachstum aus, metastasieren dafur jedoch nur selten, wahrend in orthotopen Model-
len eine Metastasierung eher beobachtet werden kann [130, 131]. Weiterhin kdnnen
bei heterotopen Modellen keine klinischen Symptome, welche als Konsequenz eines
intrapankreatischen Tumorwachstums entstehen, beobachtet werden [122]. Ein Vor-
teil des heterotopen s.c. Modells ist allerdings die einfachere Bestimmung der Tum-
orgrofRe im zeitlichen Verlauf, wahrend man bei orthotopen Modellen auf aufwendige-
re bildgebende Verfahren wie z. B. die MRT zuruckgreifen muss [132].

Wahrend das syngene orthotope Tumormodell das Endstadium der Tumorentwick-
lung darstellt, spiegeln Karzinogen induzierte Modelle das gesamte Spektrum der
Tumorentstehung von der Initiation angefangen Uber die Karzinogenese bis hin zur
Progression wieder [122]. Dabei ist der Histotyp der sich entwickelnden Karzinome

von der verwendeten Spezies abhangig. Ein oft verwendetes Karzinogen induziertes
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Pankreaskarzinommodell ist das der N-nitrosobis(2-oxopropyl)-amine (BOP) indu-
zierten Pankreastumore bei Syrischen Goldhamstern, welche histologische Ahnlich-
keiten zu PDAs haben [125]. Jedoch hat dieses Modell einige Nachteile gegenuber
dem syngenen orthotopen Modell. Wahrend bei humanen PDAs haufig Mutationen
von p53 und SMAD4 beobachtet werden kdnnen, kommen diese bei den BOP indu-
zierten Karzinommodellen nur sehr selten vor [133]. Hingegen weist die hier vorge-
stellte 7265PDA Zelllinie u. a. eine Mutation des p53 Gens auf. Des Weiteren entfal-
ten die verwendeten chemischen Verbindungen keine selektive Wirkung auf das
Pankreas, sondern schadigen auch andere Gewebe. So fuhrt die BOP Applikation
bei Syrischen Goldhamstern auch zur Induktion von hepatozellularen Karzinomen
[134]. AuRerdem kdnnen diese Substanzen auch kanzerogen auf den Menschen wir-
ken [125].

Auch die Verwendung von genetisch modifizierten Mausen reprasentiert das gesam-
te Spektrum der Tumorentwicklung Uber PanINs bis PDAs. Dennoch bietet das
syngene orthotope Tumormodell gewisse Vorteile gegenuber diesem Modell. So ist
die Latenz der PDA Entstehung und das Fortschreiten der Erkrankung bei geneti-
schen Modellen sehr variabel. Dabei kann die Zeit der malignen Tumorformation von
47 bis 355 Tagen reichen [135]. Bei genetisch modifizierten Mausen weisen alle Zel-
len eines Pankreas Zelltyps eine Mutation auf und sind daher anfallig fur eine malig-
ne Tumortransformation. Im Gegensatz dazu und in Analogie zu humanen PDAs
sind die Karzinome beim orthotopen syngenen Tumormodell von nicht mutierten
Pankreaszellen umgeben, welche eventuell invasiv in umliegendes gesundes Gewe-
be einwachsen [121].

Das hier eingesetzte orthotope syngene Tumormodell ist ein translationales relevan-
tes in vivo Modell, um die Pathophysiologie des PDAs zu studieren. Es berucksichtigt
dabei wesentliche Aspekte wie die Immunkompetenz und die Tumor-Stroma-

Interaktion, welche fur das Tumorwachstum von eminent wichtiger Bedeutung sind.

4.1.2 Modell der chronischen Pankreatitis

Es stehen eine Reihe von Modellen zur Verfugung, um eine chronische Pankreatitis
bei Mausen zu induzieren. Zwei gangige Modelle sind die der Cerulein und die der
chirurgischen durch eine Pankreasgangligatur induzierten chronischen Pankreatitis.
Die chronische Pankreatitis ist das Resultat rezidivierender Episoden einer akuten
Pankreatitis. Im Mausmodell der Cerulein induzierten chronischen Pankreatitis spie-

gelt sich genau dieser Pathomechanismus wieder. Durch die repetitive Applikation
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supraphysiologischer Cerulein Konzentrationen werden multiple Episoden einer
akuten Pankreatitis induziert, in deren Folge sich eine chronische Pankreatitis entwi-
ckelt, welche die histomorphologischen Charakteristika der humanen Erkrankung
wiederspiegelt [136]. Wahrend repetitive Cerulein Applikationen zu einer Schadigung
des exokrinen Anteils des Pankreas fuhren, haben sie nur einen geringen Effekt auf
den endokrinen Anteil [137]. Dies ist gerade fur diese Studie von eminent wichtiger
Bedeutung, da eine massive Schadigung der Langerhansschen Inseln die hier vor-
liegenden Ergebnisse beeinflussen wurde.

Gegenuber der Cerulein Applikation weist die chirurgische Pankreasgangligatur eini-
ge Nachteile auf. Diese sind anatomisch bedingt, da das murine Pankreas aus drei
Lappen besteht, welche ihr Sekret Uber separate Gange mit einem Durchmesser von
etwa 150 ym in das Duodenum drainieren, sodass eine komplette Pankreasgangob-
struktion technisch sehr schwierig ist [137, 138]. Weiterhin wird ein nicht unerhebli-
ches zusatzliches operatives Gewebstrauma verursacht, da der Bauchraum eroffnet
werden muss, um das Pankreas zu erreichen. Daneben gibt es noch eine Reihe an-
derer Modelle wie z. B. die Ethanol induzierte chronische Pankreatitis. Ethanol allei-
ne induziert allerdings keine fur eine chronische Pankreatitis spezifische morphologi-
sche Veranderungen [139]. Erst die Kombination mit Cerulein fuhrt zu einer Fibrose
und einer Atrophie des Pankreasparenchyms [140, 141]. Aul3erdem gilt es zu be-
rucksichtigen, dass Ethanol auch diverse andere Organe wie z. B. die Leber und Nie-
ren schadigen kann [142].

Daher stellen repetitive Cerulein Applikationen eine einfach auszufuhrende und gut
reproduzierbare Methode dar, um zuverlassig eine chronische Pankreatitis zu indu-
zieren. Weiterhin ist es ein etabliertes und oft verwendetes Modell in der Erforschung
des PDAs [34-37, 80, 96, 97, 101]. Die Tatsache, dass eine chronische Pankreatitis
beim Menschen nicht durch eine Cerulein induzierte exzessive Stimulation der Pan-
kreas Sekretion verursacht wird, spielt fur die vorliegenden Ergebnisse eine unterge-
ordnete Rolle, da es das Ziel dieser Studie war den Einfluss einer manifesten chroni-

schen Pankreatitis auf die Pathophysiologie des PDAs zu studieren.

4.1.3 Obese Mause, Diabetes Typ 2 oder metabolisches Syndrom?

Zu den am haufigsten verwendeten Diabetes mellitus Typ 2 in vivo Modellen zahlen
monogenetische kongenitale Leptin defiziente obese Mause. Ein grol3er Vorteil die-
ses Modelles ist, dass die Mause spontan und ohne aufwendige Futterung oder in-

vasive Prozeduren ein Diabetes ahnliches Syndrom entwickeln [118]. Dabei sind die
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Merkmale dieser Tiere wie Adipositas, Hyperlipoproteinamie und Hyperglykamie so-
wohl fur den Diabetes als auch fur das metabolische Syndrom charakteristisch. In
tierexperimentellen Studien werden obese Mause daher sowohl als Modell fur einen
Diabetes mellitus Typ 2 als auch als Modell fir ein metabolisches Syndrom verwen-
det [118, 143]. Wir favorisieren jedoch die Hypothese, dass obese Mause vielmehr
ein Modell fur einen Diabetes darstellen als fur das metabolische Syndrom.

Die ,International Diabetes Federation“ (IDF) definiert das metabolische Syndrom als
zentrale Adipositas (Taillenumfang bei Manner =2 94 cm, bei Frauen = 80 cm) plus
mindestens 2 der folgenden Kriterien: erhdhte Triglyceride = 1,7 mmol/L; erniedrigtes
high density lipoprotein (HDL) < 1,03 mmol/L fur Manner und < 1,29 mmol/L fur
Frauen; erhohte Blutdruckwerte systolisch 2 130 mmHg oder diastolisch =2 85 mmHg
oder erhdhte Nuchternblutzuckerwerte = 5.6 mmol/L [144]. Obese Mause weisen zu
den von der IDF definierten Kriterien einige Ahnlichkeiten aber auch Unterschiede
auf, die sich teilweise sogar kontrar zu der humanen Erkrankung verhalten. In Analo-
gie zu Patienten mit einem metabolischen Syndrom hatten auch die obese Mause in
unserem Versuch ein etwa doppelt so hohes Korpergewicht im Vergleich zu den lean
Kontrolltieren (Abbildung 8.B). Obese Mause haben auch eine ausgepragte Hyper-
lipoproteinamie. Die Analyse des Lipoproteinprofils dieser Tiere zeigt allerdings, dass
diese aufgrund einer Erhdhung der HDL Konzentration und nicht der low density lip-
oprotein (LDL) Fraktion zustande kommt [145-147], wahrend beim metabolischen
Syndrom das HDL erniedrigt und das LDL fur gewohnlich erhoht ist [144]. Ein weite-
res Kriterium in der Definition des metabolischen Syndroms ist der Blutdruck. Im Ge-
gensatz zu Patienten mit einem metabolischen Syndrom haben obese Mause niedri-
ge Blutdruckwerte [148].

Als Modell fur einen Diabetes mellitus Typ 2 weisen obese Mause ebenfalls einige
Nachteile auf. Wahrend beim Menschen der Diabetes eine multifaktoriell verursachte
Erkrankung darstellt [14], ist dieser bei obese Mausen das Resultat einer einzigen
Genmutation. Dies spiegelt die Atiologie des Diabetes nur unzureichend wieder. Da
diese Studie allerdings den Fokus auf den Einfluss eines manifesten Diabetes auf die
Pathophysiologie des PDAs legt, ist dieser Aspekt eher von sekundarer Relevanz.
Fur die obese Maus als Modell eines Diabetes Typ 2 ahnlichen Syndroms spricht,
dass die Tiere adip0s, hyperglykamisch, hyperinsulindmisch und insulinresistent sind
[118]. Auch wenn dieses Modell nicht alle fur einen Diabetes typischen Manifestatio-

nen wie z. B. makrovaskulare Komplikationen wiederspiegelt [149], ist es doch ein
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geeignetes Modell, um bestimmte Manifestationen eines Diabetes in vivo zu studie-

ren.

4.1.4 Evaluation der Zellproliferation in vivo

Die Evaluation der Zellproliferation ist ein wichtiger Bestandteil, um im Rahmen von
tierexperimentellen Studien das Tumorwachstum zu quantifizieren.

Die wohl einfachste Methode um Zellproliferation in vivo zu quantifizieren, ist die
Analyse von HE gefarbten Praparaten. Bei dieser Methode wird die Anzahl der Mito-
sefiguren innerhalb eines Gewebes bestimmt. Dies ist jedoch eine sehr ungenaue
und sehr subjektive Methode, da die ldentifikation von Mitosefiguren sehr schwierig
sein kann. Werden die Praparate nicht rechtzeitig fixiert, kdbnnen Zellen, die sich in
der M-Phase des Zellzyklus befinden, diese Phase abschliel3en, wodurch die eigent-
liche Anzahl mitotischer Zellen im Praparat unterschatzt wird [150]. Daher wurden
eine Reihe von zuverlassigeren und spezifischeren Methoden entwickelt, um prolife-
rierende Zellen objektiver im Gewebe detektieren zu kdnnen. Dazu zahlen u. a. im-
munhistochemische Methoden. Der gro3e Vorteil dieser Methoden ist, dass die
raumliche Zuordnung der Zellen im Gewebe erhalten bleibt [151]. Zu den gangigsten
Verfahren zahlen hier die BrdU, Ki-67 und die proliferating-cell-nuclear-antigen
(PCNA) Immunhistochemie.

Die BrdU Immunhistochemie stellt selektiv sich nur in der S-Phase des Zellzyklus
befindende Zellen dar. Dieses Verfahren hat den grof3en Vorteil, dass BrdU als exo-
gene Substanz nur in neu synthetisierte DNA inkorporiert wird und sich somit ganz
gezielt proliferierende Zellen darstellen lassen [152]. Generell geben immunhisto-
chemische Methoden ein sehr statisches Bild der Zellproliferation wieder. Mittels
BrdU Immunhistochemie kann allerdings eine Aussage daruber getroffen werden,
wie lange sich eine Zelle in der S-Phase des Zellzyklus befindet und folglich die po-
tenzielle Tumorverdopplungszeit abgeschatzt werden [153]. Weiterhin kommt es zu
einer Retention von BrdU in sich teilenden Zellen, sodass es noch bei den Tochter-
zellen nachgewiesen werden kann [154]. Nachteile von BrdU sind, seine Inkorporati-
on wahrend der DNA Reparatur und ebenso seine mutagene Wirkung [155, 156]. Da
PDAs allerdings oft defekte DNA Reparaturmechanismen aufweisen (p53 in 60-70%
und BRCAZ2 in ca. 10% der Falle mutiert) [19], scheint es wenig wahrscheinlich, dass
hier eine Verzerrung der Ergebnisse durch Inkorporation von BrdU durch Repara-
turmechanismen stattgefunden hat. Weiterhin wurde BrdU erst 2,5 h vor der Gewe-

beentnahme und in einmaliger Dosierung verabreicht. Daher ist es ebenfalls eher
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unwahrscheinlich, dass BrdU innerhalb dieses kurzen Zeitintervalls zwischen der i.p.
Applikation und der Gewebeentnahme eine relevante mutagene Wirkung auf die
PDAs entfalten konnte [157].

Wahrend BrdU als exogenes Thymidin Analogon nur in der S-Phase des Zellzyklus
in die DNA inkorporiert wird, stellen Ki-67 und PCNA endogene, im Nukleus lokali-
sierte und Zellzyklus spezifisch exprimierte Proteine dar, die im Unterschied zu BrdU
sowohl wahrend der Gs-, der S- und der G,-Phase des Zellzyklus detektiert werden
konnen. Die Ki-67 Expression variiert zwischen den einzelnen Phasen des Zellzyklus
und erreicht ihr Maximum wahrend der G,- und M-Phase [158]. Es hat eine kurze
Halbwertszeit und ist ein guter Marker, um die Wachstumsfraktion innerhalb einer
Zellpopulation zu bestimmen [159]. Im Gegensatz zu BrdU ist Ki-67 zwar nicht von
der verabreichten Dosis oder der Absorption nach i.p. Applikation abhangig [154],
dafur kann aber seine unterschiedlich starke Expression wahrend des Zellzyklus da-
zu fiihren, dass es zu einer Unter- oder Uberschatzung der Anzahl proliferierender
Zellen kommt [151, 154, 160]. Weiterhin kann die Inhibition der DNA-Synthese dazu
fuhren, dass eine Zelle zwar nicht mehr aktiv proliferiert, aber trotzdem positiv fur Ki-
67 ist [161]. BrdU hingegen wird als Thymidin-Analogon aktiv in die DNA eingebaut.
Kommt es zu einem Stopp der DNA-Synthese, wird auch kein BrdU mehr inkorpo-
riert.

PCNA ist ein Hilfsprotein der DNA-Polymerasen 6 und €. Es spielt eine wichtige Rolle
fur die Initiation der DNA Replikation und bei der Reparatur von DNA Schaden. Zel-
len, die sich in der Go- und G4-Phase des Zellzyklus befinden, exprimieren nur wenig
PCNA. Gegen Ende der G4-Phase kommt es allerdings zu einer gesteigerten Ex-
pression dieses Proteins, welche ihr Maximum in der S-Phase erreicht und wahrend
der G,-/M-Phase wieder abfallt [162]. Diese Eigenschaft erlaubt die Identifikation von
Zellen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus [163]. Als endogenes Protein hat
es jedoch gegenuber BrdU den Nachteil, dass es sehr vulnerabel gegenuber der Fi-
xation und dem Prozess des sog. ,heat induced epitope retrieval® in der Mikrowelle
ist. Dies kann ggf. dazu fuhren, dass ruhende sich in der Go-Phase des Zellzyklus
befindende Zellen positiv in der PCNA Immunhistochemie sind [164]. Zwei weitere
Grunde fur falsch positive Ergebnisse sind die lange Halbwertszeit von PCNA von
ungefahr 24 h und die Tatsache, dass 2 Isoformen im Nukleus existieren, wovon eine

von Zellen exprimiert wird, die nicht aktiv proliferieren [150]. Aufgrund der langen
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Halbwertszeit kann PCNA noch bei Zellen, die sich bereits in der Go-Phase des Zell-
zyklus befinden, nachgewiesen werden [165].

BrdU ist daher ein idealer immunhistochemischer Marker, um proliferierende Zellen
darzustellen. Als exogen zugeflhrte Substanz ist es weder von der zellularen Ex-

pression abhangig noch labil gegenuber der chemischen Fixierung.
4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.21 Histomorphologie und Metastasierung der Karzinome

Die 6606PDA ist eine relativ neue murine PDA Zelllinie. Eine Suche bei PubMed mit
dem Stichwort 6606PDA erbringt ganze 4 Publikationen, wahrend man z. B. bei der
Suche nach der Panc-1 Zelllinie 1878 Publikationen findet. Daher ist weit weniger
Uber die phanotypischen und genotypischen Eigenschaften dieser Zelllinie bekannt.
Fir die 6606PDA ist ein spharisches, glandulares Wachstum mit einer guten bis mo-
deraten Differenzierung der Karzinomzellen beschrieben [120]. Dies konnte ebenfalls
von uns beobachtet werden. Besonders bei grol3en Tumoren konnten wir fast immer
eine zentrale Nekrose mit sekundar zystischen Veranderungen feststellen. Diese
Beobachtung ist konsistent zu den pathologischen Befunden humaner PDAs [20,
166]. Ein herausragendes Charakteristikum des PDAs ist das desmoplastische
Stroma, welches die neoplastische Drusen einbettet und oft wesentlich starker als
die neoplastischen Veranderungen ausgepragt ist [20, 167]. In der Tat konnten wir
auch bei den 6606PDA Karzinomen eine desmoplastische Stromareaktion beobach-
ten. Allerdings beschrankte sich diese vorwiegend auf den Randbereich der Karzi-
nome und war verglichen mit den neoplastischen Veranderungen weit weniger stark
ausgepragt.

In der ersten Publikation, welche die 6606PDA charakterisiert, wurde ein lokal invasi-
ves Wachstum der Karzinomzellen mit vereinzelter Metastasierung konstatiert [120].
In denen von uns durchgefuhrten Analysen konnten wir diesen Befund jedoch nicht
bestatigen. Die Karzinome zeigten vielmehr ein durch die fibrotische Grenzschicht
abgekapseltes und verdrangendes Wachstum. Nur ganz wenige Stellen konnten his-
tologisch identifiziert werden, die als invasives Wachstum der Karzinome interpretiert
werden konnten. Zudem konnten wir keine Metastasen in der Leber oder den
Lymphknoten feststellen. Jedoch wurden die Leber und die Lymphknoten der Mause
nicht routinemafig histologisch geschnitten und ausgewertet, sodass diese Schluss-

folgerung nur auf die makroskopische Analyse von intraperitonealen Lymphknoten
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und der Leber beruht. Die Metastasierung wird als ein hochst ineffizienter Prozess
beschrieben. Im Allgemeinen wird damit gerechnet, dass nur aus 0,01% der in den
Blutkreislauf gelangten Karzinomzellen auch makroskopische Metastasen entstehen
[72]. Auch beim PDA scheint die Metastasierung ein eher ineffizienter Prozess zu
sein, da nur eine von 1 Mio. PDA Zellen ein hohes Metastasierungspotenzial auf-
weist [55]. Um sicherzustellen, dass die Migration der Karzinomzellen nicht negativ
durch die Kombination mit Matrigel beeinflusst wurde, fuhrten Partecke et al. eine
Bestimmung der Migrationsfahigkeit der Karzinomzellen durch. Zumindest in vitro
konnte hier demonstriert werden, dass Matrigel keinen negativen Einfluss auf die
Migration der Karzinomzellen hat [120]. Die Autoren stellten daher die Hypothese
auf, dass die Tiere mdglicherweise nicht lange genug leben um eine Metastasierung
zu erfahren. Hingegen konnte von Tseng et al. das Auftreten von Lebermetastasen in
90 % der Falle in einem syngenen orthotopen Tumormodell beobachtet werden. Da-
bei wurde jedoch kein Matrigel verwendet, sondern die Zellen wurden in ,Hank's Ba-
lanced Salt Solution® resuspendiert (HBSS). Bei keinem Tier konnten dabei Hinweise
auf eine Peritonealkarzinose gefunden werden [121]. Diese Ergebnisse deuten viel-
leicht doch auf einen negativen Einfluss des Matrigels in vivo hin.

In orthotopen xenogenen Mausmodellen hat sich gezeigt, dass die Metastasierung
vom Grad der Differenzierung der verwendeten Zelllinie abhangig ist. Die hochsten
Metastasierungsraten wurden hier mit schlecht differenzierten, anaplastischen Zellli-
nien erzielt, wahrend gut bis moderat differenzierte Zelllinien signifikant weniger stark
metastasierten [131]. Diese Beobachtung ist konkordant zu unseren Ergebnissen, da
auch die 6606PDA eine eher gute bis moderate Differenzierung in den Karzinomen
aufwies und eventuell deshalb schlecht metastasiert.

Das Immunsystem hat einen entscheidenden Einfluss auf die Metastasierung von
Karzinomzellen. So konnte demonstriert werden, dass xenogene humane Karzinom-
zellen in SCID Mausen (Mangel an B- und T-Zellen) im Vergleich zu athymischen
Nacktmausen (nur Mangel an T-Zellen) wesentlich schneller wachsen und wesentlich
haufiger metastasieren [168, 169]. Sowohl wir als auch Partecke et al. konnten eine
Leukozyten Infiltration der Tumore beobachten [120, 170], sodass es durchaus vor-
stellbar ist, dass das intakte Immunsystem der Mause eine Metastasierung der Kar-
zinomzellen verhindert hat.

Die bekannte Ineffizienz des Metastasierungsprozesses, ein eventuell negativer Ein-

fluss des Matrigels, die kurze Beobachtungsdauer in diesem Projekt, die gute Diffe-
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renzierung der Karzinome und die Infiltration der Leukozyten in die Karzinome konn-

ten soweit erklaren, warum keine Metastasen beobachtet wurden.
4.2.2 Veranderte Karzinompathophysiologie in obese Mausen

4.2.2.1 Konsistenz der Daten in Bezug auf publizierte Studien

Die hier prasentierten Daten belegen, dass in obese Mausen, einem Tiermodell fur
Diabetes mellitus Typ 2, Karzinomzellen starker proliferieren und dies das Tumorge-
wicht signifikant erhoht. Ein starker Einfluss des Diabetes auf die Apoptose oder die
Nekrose konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind konsis-
tent zu einer Vielzahl klinischer Studien, die einen langjahrigen Diabetes mellitus Typ
2 nicht nur als einen wichtigen Risikofaktor in der Entstehung des PDAs identifizieren
[102, 103], sondern auch berichten, dass diabetische Patienten groRere Tumore und
eine schlechtere Prognose haben [105, 171]. Weiterhin werden unsere Daten von
Ergebnissen aus einem syngenen heterotopen obese Mausmodell unterstutzt [172].
In dieser Studie konnten ebenfalls groRere Tumore bei obese Mausen im Vergleich
zu den lean Kontrolltieren nach s.c. Injektion von Panc02 Zellen beobachtet werden.
Dabei korrelierte die Proliferation der Karzinomzellen mit der Insulin Konzentration im
Serum, wahrend sich nur ein geringer Einfluss auf die Apoptose eruieren liel3 [172].
Jedoch wurde in dieser Studie auch ein starker Einfluss auf die GroRe der Adipozy-
ten innerhalb der Tumore beobachtet, wahrend in den hier prasentierten Karzinomen
keine Akkumulation von Adipozyten innerhalb der Tumore detektiert werden konnte
[172]. Somit unterstitzen experimentelle und klinische Befunde die Schlussfolge-
rung, dass ein Diabetes mellitus Typ 2 ahnliche Stoffwechsellage zu einer verstark-

ten Karzinomzellproliferation fuhrt.

4.2.2.2 Einfluss von Hyperglykamie auf die Karzinomzellproliferation

Die frUhe Phase eines Diabetes mellitus Typ 2 ist durch eine chronische Hypergly-
kamie und eine Hyperinsulinamie charakterisiert. Die Hyperglykamie konnte einen
wichtigen Einfluss auf die Karzinomzellproliferation haben, da im hypoxischen Milieu
der Tumore es zu einer Umstellung des Zellmetabolismus weg von der oxidativen
Phosphorylierung hin zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme und Glykolyse, dem
sogenannten Warburg Effekt, kommt [19, 173]. Daher bietet eine erhdhte Blutgluko-
sekonzentration eventuell einen Wachstumsvorteil fur die Karzinomzellen. Wie be-
reits erwahnt, ist der in diesem Versuch verwendete obese Mausstamm u. a. durch

seine Hyperglykamie charakterisiert. Diese ist allerdings nur transient und moderat
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ausgepragt. Sie tritt in einem Alter von etwa 1 Monat auf und beginnt nach 3 Mona-
ten wieder abzufallen. Nach 7 Monaten weisen die obese Mause etwa vergleichbare
Blutglukosekonzentrationen wie die Kontrolltiere auf [118]. Auch die von uns gemes-
senen Blutglukosekonzentrationen bei den ca. 3 Monate alten obese Kohorten (Al-
tersdurchschnitt: 84 Tage, Standardabweichung 28 Tage) fielen Uber die Zeit konti-
nuierlich ab und waren am Ende des Experimentes etwa mit denen der lean Kontroll-
tiere vergleichbar (Abbildung 8.A). Wir vermuten daher, dass die Hyperglykamie
nicht die wesentliche Ursache fur die beobachtete gesteigerte Proliferation der Karzi-
nomzellen und das erhohte Tumorgewicht darstellt. Diese Hypothese wird durch eine
Reihe weiterer Beobachtungen unterstutzt. So sind erhdhte Proinsulin Spiegel, ein
Marker fur die periphere Insulinresistenz, mit einem erhohten Risiko an einem PDA
zu erkranken, assoziiert. Hingegen zeigt sich keine Korrelation mit dem HbA1c-Wert,
einem Marker fur die chronisch erhohte Glukose Exposition im Blut [174]. Weiterhin
konnte in einer Reihe von klinischen Studien demonstriert werden, dass die Behand-
lung mit Insulin oder Insulinsekretagoga das Risiko, an einem PDA zu erkranken
dramatisch, erhoht [104, 175, 176]. Im Gegensatz dazu senkt ein durch Alloxan oder
Streptozocin induzierter Diabetes mellitus Typ 1, welcher durch eine Hyperglykamie
und Hypoinsulinamie gekennzeichnet ist, die Inzidenz des PDAs im Tierversuch
[177-180].

4.2.2.3 Hyperinsulinamie als wichtiger Faktor fur die Karzinomzellproliferation
Das Inselzellvolumen der obese Mause kann bis zu 10-fach hoher sein als das der
Kontrolltiere und die Langerhansschen Inseln bestehen fast vollstandig aus (3-Zellen,
welche lebenslang funktionsfahig bleiben [118, 181]. Diese Tiere weisen daher eine
etwa 10-fache Erhdhung der C-Peptid Konzentration auf [182]. Insulin ist ein wachs-
tumsforderndes, mitogenes Peptidhormon, das bereits in vitro zu einer gesteigerten
Proliferation der Pankreaszellen fuhrt [183]. Dies konnte ebenfalls in humanen Au-
topsieproben bestatigt werden. Dabei weisen Patienten mit Diabetes mellitus typ 2
eine 4-fach hohere Proliferation der Gangzellen als die nicht diabetische Kontroll-
gruppe auf [184]. Dieser wachstumsfordernde Effekt von Insulin stellt eine wichtige
Determinante fur die Progression des PDAs dar. So konnte in vitro demonstriert wer-
den, dass bereits physiologische Insulin Konzentrationen die Proliferation und die
Glukoseaufnahme von PDA Zellen fordern und dass diese Effekte konzentrationsab-
hangig sind [185-187]. Es ist zudem bekannt, dass PDAs Insulinrezeptoren, Insulin-
like-growth-factor-1 (IGF-1) Rezeptoren sowie Insulin-Rezeptor-Substrate (IRS-1 und
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IRS-2) exprimieren [186, 188-190]. Insulin hat nicht nur einen direkten wachstums-
fordernden Effekt auf PDAs, sondern beeinflusst auch die Bioverfugbarkeit anderer
Wachstumsfaktoren. So steigert es die Bioverfugbarkeit von IGF-1, indem es die
Synthese seines Bindungsproteins in der Leber inhibiert [191, 192]. Sowohl Insulin
als auch IGF-1 vermitteln ihre intrazellulare Wirkung Uber die Bindung an ihre Rezep-
toren und die IRS Adapterproteine, dabei kdnnen hohe Insulinkonzentrationen auch
den IGF-1 Rezeptor aktivieren (Abbildung 17) [193]. Dies fordert wiederum das Tu-
morwachstum durch Stimulation der Proliferation und Angiogenese und Inhibition der
Apoptose [194].

Die Hypothese, dass Insulin als wachstumsforderndes Hormon eine wichtige Funkti-
on bei der Progression des PDAs hat, konnte weitreichende Folgen haben. Denn
eine Unterbrechung der Insulinrezeptorsignaltransduktion sollte somit das Tumor-
wachstum inhibieren. Metformin ist ein haufig eingesetztes Praparat in der Therapie
des Diabetes mellitus Typ 2, flir das eine antikanzerogene Wirkung postuliert wird.
Es unterbricht dabei die Insulin/IGF-1 Rezeptor Signaltransduktion durch die Aktivie-
rung der Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und fuhrt dartber
hinaus zu einer Senkung der Insulinspiegel (Abbildung 17) [195-197]. In der Folge
kommt es zu einer Inhibierung der Proliferation und gesteigerten Apoptose humaner
PDA Zellen in der Zellkultur und Hemmung des Tumorwachstums in unterschiedli-
chen Mausmodellen [195, 197-199].

4.2.2.4 Einfluss von Adipositas und Adipozytokinen
auf die Karzinomzellproliferation

Oft liegt eine Koinzidenz aus Adipositas und einem Diabetes mellitus Typ 2 vor. So
wird die hochste Pravalenz von Diabetes bei Populationen mit einer hohen Pravalenz
von Adipositas beobachtet [14]. Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch in vielen
fur den Diabetes verwendeten Tiermodellen wie z.B. dem von uns verwendeten
Tiermodell der obese Maus wieder [200]. Die Adipositas fuhrt zu einer veranderten
Sekretion und Regulation von Polypeptidhormonen, welche von den Adipozyten im
Fettgewebe sezerniert und als Adipozytokine bezeichnet werden. Hierzu zahlen un-
ter anderem Leptin und Adiponektin [201].

Leptin wirkt im Hypothalamus Uber die Vermittlung anorexigener Signale, wie der
Vermittlung des Sattigungsgefuhls und Steigerung des Energieverbrauchs. Bei adi-
posen Menschen kdnnen zwar erhdhte Plasma Leptin Spiegel gemessen werden, da

jedoch gleichzeitig eine Leptinresistenz im Hypothalamus vorliegt, kann Leptin seine
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anorexigene Wirkung nicht entfalten [202]. Die enge Beziehung zwischen der Adipo-
sitas und Leptin lasst daher vermuten, dass es eine Rolle bei dem erhdhten, mit der
Adipositas assoziiertem Risiko, an einem PDA zu erkranken, spielt. In der Tat konnte
gezeigt werden, dass erhohte Leptin Spiegel positiv mit dem Risiko von verschiede-
nen malignen Tumorerkrankungen korrelieren [203-205]. So vermittelt Leptin neben
der Hauptwirkung als Sattigungshormon noch eine Vielzahl anderer pleiotroper Ef-
fekte.

Es konnte demonstriert werden, dass Leptin mitogene Signale auf eine Reihe von
unterschiedlichen Zellen vermittelt und die Proliferation von Pankreas- und Tumorzel-
len fordert [206-211]. Wahrend viele Daten belegen, dass Leptin bei einer Reihe un-
terschiedlicher Karzinome eine wachstumsfordernde Wirkung hat, ist seine exakte
Rolle beim PDA weniger klar bekannt und es existieren widerspruchliche Daten. Auf
der einen Seite konnte auch fur das PDA demonstriert werden, dass Mause mit ho-
heren Leptin Spiegeln signifikant groRere Karzinome aufweisen und das niedrige
Leptin Spiegel bei Mausen mit einer verminderten Proliferation fortgeschrittener Pa-
nIN Stadien assoziiert sind [212, 213]. Weiterhin konnte eine verminderte Inzidenz
fur eine Reihe von Tumorerkrankungen bei obese Mausen beobachtet werden [181].
Auf der anderen Seite konnten in vitro Experimente eine wachstumsinhibierende
Wirkung fur Leptin auf humane PDA Zellen und in klinischen Studien erniedrigte Lep-
tin Spiegel bei PDA Patienten festgestellt werden [214-217]. Weiterhin hatten in ei-
nem syngenen heterotopen Transplantationsmodell Leptin defiziente obese Mause
grolRere Tumore als hyperleptiname Leptin Rezeptor defiziente obese Mause [172].
Ein erhohtes Karzinomgewicht in obese Mausen konnte durch die immunsupprimie-
rende Wirkung der Leptin Defizienz erklart werden [181]. Leptin ist z.B. ein Uberle-
bensfaktor von T-Lymphozyten wahrend ihrer Reifung im Thymus und die Anzahl
dieser Zellen ist daher in obese Mausen reduziert [181]. In dieser Doktorarbeit wur-
den T-Lymphozyten nicht quantifiziert, aber eine geringfugig reduzierte Migration von
CAE positiven, Uberwiegend neutrophilen Granulozyten in das Tumorgewebe wurde
in obese Mausen beobachtet (Abbildung 13.B).

Aus den zitierten Studien kann noch keine definitive Aussage uber die Wirkung von
Leptin im Zusammenhang mit dem PDA getroffen werden. Die Daten dieser Doktor-
arbeit belegen jedoch, dass die Leptin Defizienz der obese Mause mit einem erhoh-

tem Tumorgewicht und einer erhohten Karzinomzellproliferation assoziiert war. Dies
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unterstutzt die Hypothese, dass die Leptin Defizienz evtl. zusammen mit der Hyper-

insulinamie die Karzinomzellproliferation stimulieren kdnnte (Abbildung 17).

Adipositas und Diabetes

Adipozytokine Insulinresistenz
LeptinW¥ Adiponektin\¥ InsulingVIGF-14\

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; IGF-1R <P e

IRS-1/2

mTOR/TSC

Proliferationf\

V

PDA

Abbildung 17: Vereinfachte Darstellung der Signaltransduktionswege, die eine Ver-
bindung zwischen der Adipositas und dem Diabetes zum PDA darstellen. In Folge
der Hyperinsulinamie der obese Mause konnte Insulin an seinen Rezeptor binden
und die Proliferation von PDA Zellen induzieren. Fur nahere Details siehe Text. Modi-
fiziert nach [194].

Adiponektin ist ein weiteres von den Adipozyten sezerniertes Adipozytokin. Es ver-
bessert die Insulinsensitivitat und wirkt der Insulinresistenz entgegen [201, 218, 219].
Folglich korrelieren niedrige Adiponektin Spiegel invers mit hohen Insulin Spiegeln
[220]. Paradoxer Weise sind sowohl bei adipésen Individuen als auch bei obese
Mausen die Adiponektin Konzentrationen im Blut erniedrigt [172, 221, 222]. In klini-
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schen Studien konnte festgestellt werden, dass niedrige Adiponektin Spiegel mit ei-
nem erhohten Risiko, an einem PDA zu erkranken, assoziiert sind [223, 224]. Auch
bei obese Mausen konnte eine starke negative Korrelation zwischen einer niedrigen
Adiponektin Konzentration und einer vermehrten Tumorzellproliferation beobachtet
werden [172]. Moglicherweise verstarkt die niedrige Adiponektin Konzentration die
prokanzerogene Wirkung von Insulin (Abbildung 17).

Sowohl adipdse Individuen als auch obese Mause sind pradisponiert, fulminant
schwer verlaufende Pankreatitiden zu entwickeln [225-227]. In der Tat konnten wir
eine hohere Plasma Lipaseaktivitat bei den mit Cerulein behandelten obese Mausen
im Vergleich zu Cerulein behandelten lean Mausen nachweisen (Abbildung 8.C).
Weiterhin tragt wahrscheinlich auch die Leptin Defizienz der obese Mause zu dem
fulminanten Verlauf der Pankreatitis bei, da fur Leptin eine protektive Wirkung bei
Cerulein induzierten Pankreatitiden mit einer Begrenzung des Ausmalles der Pan-

kreasschadigung postuliert wird [228, 229].
4.2.3 Geringer Einfluss der chronischen Pankreatitis auf die Karzinome

4.2.3.1 Konsistenz der Daten in Bezug auf publizierte Studien

Im Gegensatz zum Diabetes hatte die chronische Pankreatitis in dieser Studie nur
einen geringen Einfluss auf die TumorgréfRe und die Proliferation der Karzinomzellen.
Diese Beobachtung ist durchaus Uberraschend, da sowohl in klinischen als auch in
tierexperimentellen Studien der chronischen Pankreatitis eine wichtige Rolle in der
Entstehung von PDAs zugeschrieben wird [34, 92, 95, 96]. Eine mogliche Erklarung
fur diese Diskrepanz ist, dass die chronische Pankreatitis zwar die Karzinogenese
des PDAs fordert, jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Progression hat. So
konnte demonstriert werden, dass inflammatorische Stimuli die Entstehung von Pa-
nIN-Lasionen begunstigen [34-37, 96, 97, 230], wahrend eine antiinflammatorische
Therapie die Entwicklung von PanlIN-Lasionen inhibiert [94, 98-100], aber nur eine
geringe Wirkung bei PDA Patienten hat [231, 232].

Da es jedoch auch Hinweise gibt, dass die Pankreatitis einen Einfluss auf die Pro-
gression des PDAs hat, konnte der hier beobachtete geringe Effekt auch eine Limita-
tion des Tiermodelles darstellen. So fuhrt z. B. eine Pankreatitis in einem genetisch
modifizierten Tiermodell zu einer vermehrten Expression von MMP7, einem Gen, das
zu erhohter Tumorgrof3e und verstarkter Metastasierung beitragt [101]. Weiterhin

konnte in vivo beobachtet werden, dass proinflammatorische Zytokine wie TNF-a das
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Tumorwachstum und die Metastasierung fordern [233], wahrend eine antiinflammato-
rische Therapie mit Dexamethason das lokale Tumorrezidiv Volumen und die Anzahl
von Lebermetastasen signifikant reduziert [234]. Eine endgultige Schlussfolgerung,
ob Pankreatitis nur die Karzinogenese oder auch die Progression eines etablierten
Pankreaskarzinoms beeinflusst, ist somit ohne weitere Studien momentan nicht mog-
lich.

4.2.3.2 Einfluss der desmoplastischen Stromareaktion

Obwohl bei den zwei mit Cerulein behandelten Mauskohorten eine erhdhte Lipaseak-
tivitat und eine Atrophie des Pankreasparenchyms im Vergleich zu den Kontrolltieren
festzustellen war (Abbildung 8.C und Abbildung 8.D), konnten wir auch eine starke
desmoplastische Reaktion am Randbereich der Karzinome (Abbildung 7.C und
Abbildung 7.D) unabhangig von der Induktion der chronischen Pankreatitis be-
obachten [170]. Diese desmoplastische Reaktion wird moglicherweise entweder
durch die mechanische Beeinflussung des umliegenden Gewebes durch die Zellin-
jektion oder durch z.B. von den Karzinomzellen sezernierten Zytokine verursacht.

Es ist bekannt, dass das dichte avaskulare Stroma eine Art mechanische Blockade
bilden kann [235]. Daher ware es durchaus vorstellbar, dass die hier beobachtete
desmoplastische Stromareaktion den Einfluss des umgebenden inflammatorischen
Milieu auf die Karzinomzellproliferation hemmt. In der Tat existieren Hinweise, dass
eine Fibrose eine Pankreatitis abschwachen kann [236]. Die Hypothese, dass die
beobachtete desmoplastische Stromareaktion das Karzinom von der Pankreatitis
abschirmt, wird weiter durch die Beobachtung unterstutzt, dass in den Cerulein be-
handelten Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren nur geringfugig mehr F4/80
positive Makrophagen oder CAE positive Granulozyten identifiziert werden konnten
(Abbildung 13.B und Abbildung 14.B), obwohl die Auswirkungen einer starken
chronischen Pankreatitis wie z.B. Kollagenablagerung oder Aktivierung von Sternzel-

len im Pankreasparenchym beobachtet werden konnte [170].

4.2.3.3 Peritumorale Inflammation versus Pankreatitis

Unabhangig von der chronischen Pankreatitis wurde in allen Kohorten eine lokale
peritumorale Inflammation beobachtet. Diese lokale Inflammation kann das Resultat
der Karzinome selber oder der Zellinjektion sein, sodass moglicherweise schon eine
ausgepragte inflammatorische Reaktion, welche sich Uber parakrine und autokrine

Sekretionsmechanismen aufrechterhalt, vorhanden war und durch die spater indu-
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zierte chronische Pankreatitis nicht mehr weiter gesteigert bzw. verstarkt werden
konnte. Andererseits ist es durchaus vorstellbar, dass 2 Wochen der kontinuierlichen
Cerulein Applikation ein zu kurzes zeitliches Intervall darstellen, um eine Wirkung auf
das PDA in vivo zu beobachten. Wahrend Patienten im Durchschnitt mit 45 Jahren
an einer chronischen Pankreatitis erkranken [6], liegt das durchschnittliche Erkran-
kungsalter fur das PDA bei etwa 71 Jahren [24]. Dies impliziert, dass moglicherweise
nur sehr lange Episoden einer chronischen Pankreatitis einen nachhaltigen Einfluss
auf die Entstehung und eventuell auch auf die Pathophysiologie des PDAs haben.
Dies konnte auch in tierexperimentellen Studien belegt werden, die demonstrieren
konnten, dass das Ausmal} der neoplastischen Veranderungen von der Dauer und
Starke der Inflammation abhangig ist [96]. Weiterhin konnte die konkomitierende und
kontinuierliche Applikation von Novaminsulfon Uber das Trinkwasser moglich Effekte
der chronischen Pankreatitis abgeschwacht haben.

Unsere Daten deuten zwar darauf hin, dass die chronische Pankreatitis keinen star-
ken Einfluss auf die Pathophysiologie des PDAs hat, letztendlich kdnnen wir jedoch
auch nicht ausschlie3en, dass aufgrund der bereits in den Kontrolltieren vorliegen-
den peritumoralen Inflammation kein starker Effekt der Pankreatitis beobachtet wer-
den konnte. Daher sind zur Verifizierung der Hypothese, dass eine Inflammation kei-
nen Einfluss auf die Pathophysiologie eines etablierten Primartumors im Pankreas

hat, weitere Studien eventuell in anderen Tiermodellen notig.

4.2.4 Klinische Relevanz

Die TumorgroRe stellt einen wichtigen Prognosefaktor bei PDA Patienten dar, wobei
kleinere Tumore eine bessere Prognose haben [237-239]. Grolkere Karzinome sind
hingegen schlechter differenziert und die Wahrscheinlichkeit fur Lymphknotenmeta-
stasen ist ebenfalls erhoht [240]. Die in dieser Studie prasentierten Daten belegen,
dass eine hauptsachlich durch eine Hyperinsulinamie charakterisierte diabetische
Stoffwechsellage das Wachstum von PDAs fordert. Dies unterstreicht die Bedeutung
der Insulinrezeptorsignaltransduktion bei dieser malignen Erkrankung [241] und legt
den Schluss nahe, dass eine Unterbrechung der Insulinrezeptorsignaltransduktion
einen moglichen neuen Ansatz in der Therapie des PDAs darstellen konnte. Mit Ga-
nitumab, einem monoklonalen anti-IGF-1 Rezeptor Antikorper, steht eine solche Op-
tion zur Verflugung, da auch Insulin den IGF-1 Rezeptor aktiviert [193]. Ganitumab
inhibiert das Wachstum von PDA Zellen und verbessert die 6-Monate Uberlebensrate
von PDA Patienten [242, 243]. Weiterhin gibt es Hinweise, dass eine Inhibition des
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IGF-1 Rezeptors die Sensitivitat von PDA-Zellen gegenuber Chemotherapeutika ver-
bessert [244]. Auch Metformin unterbricht die Insulinrezeptorsignaltransduktion [195].
In klinischen Studien konnte bisher allerdings nicht zweifelsfrei bewiesen werden,
dass Metformin die Prognose von PDA Patienten verbessert. Wahrend eine Studie,
welche bei einem Patientenkollektiv mit einem fortgeschrittenen PDA durchgefuhrt
wurde, keinen Unterschied im Gesamtuberleben zwischen Metformin exponierten
und nicht Metformin exponierten Individuen feststellen konnte [245], kam eine andere
Studie zu der Schlussfolgerung, dass Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadi-
en von einer Metformin Therapie profitieren [246]. Dabei konnten die Ergebnisse der
letzteren Studie zumindest teilweise bestatigt werden. So stellten Sadeghi et al. fest,
dass eine Therapie mit Metformin das Gesamtuberleben von Patienten in allen
Krankheitsstadien verlangert, statistisch signifikant waren diese Unterschiede aller-
dings nur bei Patienten mit nicht metastasierten PDAs [106].

Das PDA ist und bleibt allerdings eine fatale Erkrankung. Selbst in den Studien, bei
denen die Patienten von einer Metformin Therapie, profitierten konnte nur eine Ver-
langerung des Gesamtliberlebens von 3 bis 4 Monaten festgestellt werden [106,
246]. Dennoch stellt die Unterbrechung der Insulinrezeptorsignaltransduktion, einge-
bettet in ein multimodales Konzept zur Therapie des PDAs, einen neuen Therapie-

ansatz dar, der allerdings noch weiterer Studien bedarf.
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Thesen der Dissertation

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist trotz der Entwicklung einer Rei-
he neuer Therapiekonzepte eine Erkrankung mit einer seit mehreren Jahr-
zehnten nahezu infausten Prognose.

Einmal klinisch apparent, kommt es zu einem rasanten Fortschreiten dieser
Erkrankung.

Die chronische Pankreatitis und der Diabetes mellitus Typ 2 sind beides pra-
disponierende Faktoren, welche die Entstehung eines duktalen Adenokarzi-
noms begunstigen.

Viele Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom haben einen Diabetes o-
der eine peritumorale Inflammation.

Bislang ist nur wenig bekannt, ob der Diabetes oder die Inflammation nicht nur
prakanzerogene Lasionen beeinflussen, sondern auch zum Zeitpunkt der Di-
agnose eines Pankreaskarzinoms einen fur die Klinik relevanten Einfluss auf
die Tumorprogression haben kdnnten.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss dieser beiden Faktoren auf die Patho-
physiologie des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas in einem syngenen
orthotopen Mausmodell zu evaluieren.

Eine Diabetes mellitus Typ 2 ahnliche Stoffwechsellage erhoht das Karzinom-
gewicht durch eine Stimulation der Karzinomzellproliferation, ohne die
Apoptose oder die Nekrose in den Karzinomen zu beeinflussen.

Eine chronische Pankreatitis hatte nur einen sehr geringen Einfluss auf das
Tumorgewicht, die Zellproliferation oder den Zelltod.

Fur die verstarkte Karzinomzellproliferation konnte die Hyperinsulinamie der
diabetischen Mause verantwortlich sein.

Eine Unterbrechung der Insulinrezeptorsignaltransduktion konnte in Kombina-
tion mit einer Chemotherapie einen synergistischen Effekt erzielen und die

Prognose von Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom verbessern.
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