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. ZUSAMMENFASSUNG

In vivo Forschung ist fUr die praklinische onkologische Forschung aufgrund fehlender Alterna-
tivmethoden immer noch unerlasslich. Alle Tierversuche missen im Einklang mit den 3R-Prin-
zipien (reduce, replace und refine) geplant werden. Die Gesetzgebung der Europaische Union
fordert ein kontinuierliches Refinement sowie eine pro- und retrospektive Bewertung der Be-
lastungsschwere. Onkologische Tiermodelle werden in der europdischen Richtlinie allen
Schweregraden zugeordnet, wodurch eine klare Bewertung der Belastungsschwere erschwert
wird. Die LAsung ist eine datenbasierte und vergleichende Belastungsanalyse der verschiede-
nen onkologischen Modelle. In dieser Studie erfolgte die Injektion der Panc02-Zellen orthotop,
subkutan oder intravends, um zunachst alle syngenen Pankreaskarzinommodelle in der evi-
denz-basierten Belastungseinschatzung abzudecken. Es wurde eine detaillierte Belastungs-
analyse dieser onkologischen Mausmodelle mittels verschiedener physiologischer Parameter,
wie Korpergewichtsanderung, perianaler Temperatur, Gesundheitsscore und Mouse Grimace
Scale, Verhaltensparameter, wie Buddel- sowie Nestbauaktivitat, und hormonelle Parameter,
wie Kortikosteronmetabolite im Kot sowie die Plasmakortikosteron-Konzentration, durchge-
fuhrt. Die aussagekraftigsten Parameter wurden mittels Relative Severity Assessment Algo-
rithmus in einem einzigen Score vereint, um den maximalen Schweregrad wahrend der Tu-
morprogression fir jedes Tier zu erhalten. Fir die Tiere im orthotopen Modell wurde ein signi-
fikant h6herer maximaler Relative Severity Assessment Score quantifiziert im Vergleich zum
subkutanen oder intravendsen Tiermodell. Im Vergleich zu anderen gastrointestinalen Tiermo-
dellen, wiesen die Pankreaskarzinommodelle eine geringere Belastung fir die Mause auf.
Dennoch sollte die Wahl des Tiermodells immer nach der jeweiligen wissenschaftlichen Fra-

gestellung erfolgen.

Um in diesen Tiermodellen erhebliche Belastung in zuklnftigen Studien zu vermeiden, wurden
frihe humane Endpunkte in dieser Studie etabliert. Sobald bei den Mausen 5 % Korperge-
wichtsreduktion zum Vortag oder ein Kriterium im Score-Sheet gescort wurde, erfolgten hierzu,
bis zum Erreichen der Abbruchkriterien, wie 15 % Kdrpergewichtsverlust oder Tumorulzera-
tion, taglich die Belastungsanalysen. Die Fahigkeit jedes einzelnen Parameters, den humanen
Endpunkt frihzeitig mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt vorherzusagen, wurde mittels Grenz-
wertoptimierungskurve berechnet. Hierbei zeigte sich, dass eine Reduktion des Buddelverhal-
tens von mindestens 50 %, sowohl nach zwei Stunden wie auch Uber Nacht, den humanen
Endpunkt in allen drei Modellen 48h Stunden vorher mit sehr hoher Sensitivitat und Spezifitat
voraussagen konnte. Buddelverhalten kann daher als robuster Parameter zur Bestimmung

friher humaner Endpunkt in murinen Pankreaskarzinommodellen verwendet werden.
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°C Grad Celsius

um? Quadratmikrometer

BF-FDG 8F_Fluordeoxyglucose

% Prozent

Abb. Abbildung

AUC Area under the Curve

B Breite

B2h Buddelaktivitat nach zwei Stunden
BDL Gallengangsligatur

BUN Buddelaktivitat tber Nacht

CCl4 Tetrachlormethan

CT Computertomographie

EU Europaische Union

FCM Kortikosteron Konzentration im Kot
g Gramm

G Gauge

GS Gesundheitsscore

hEP humaner Endpunkt

IPMN Intraduktale papillare muzindse Neoplasie
KG Koérpergewicht

L Lange
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MBq Megabecquerel

Met. Vol. metabolisches Tumorvolumen

mg Milligram

MGS Mouse Grimace Scale

mm? Kubikmillimeter

MRT Magnetresonanztomographie

N Nestingscore

ng Nanogramm

PaCDM Pankreaskrebs assoziierter Diabetes mellitus
PanIN Pankreatische intraepitheliale Neoplasie
PDA Duktales Adenokarzinom des Pankreas

PDX Derived Xenograft Modell

PET-CT Positronen-Emissions-Tomographie-Computertomographie
pTemp Perineale Temperatur

RELSA Relative Severity Assessment Score
RELSAmax Maximaler Relative Severity Assessment Score
ROC Grenzwertoptimierungskurve

ROI Region of Interest

Tab. Tabelle

Vol. Tumorvolumen

Vol. % Volumenprozent
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M. EINLEITUNG

3.1 PANKREASKARZINOM

3.1.1 EPIDEMIOLOGIE, ATIOLOGIE UND PATHOLOGIE

Das Pankreaskarzinom, mit einer Inzidenz von 495.773 Fallen im Jahr 2020 und einer Morta-
litdt von 466.003 Menschen, stellt eine der bedeutendsten und haufigsten Krebserkrankungen
weltweit dar (Hu et al. 2021). Die Erkrankung tritt im fortgeschrittenen Lebensalter vermehrt
auf, wodurch sich aufgrund der steigenden Lebenserwartung das globale Auftreten in den ver-
gangenen zwei Jahrzenten mehr als verdoppelt hat (Klein 2021). Generell zeigt sich dabei

eine leichte Disposition zum mannlichen Geschlecht (Klein 2021).

Die Ursachen des Pankreaskarzinoms sind bis heute unzureichend erforscht. Es gibt lediglich
einige anerkannte Risikofaktoren wie Rauchen, Alkohol, Adipositas, Diabetes, Bewegungs-

mangel und Genetik (llic und llic 2016).

Zigarettenraucher haben im Vergleich zu Nichtrauchern ein um 75 % erhdhtes Risiko an
Bauchspeicheldrisenkrebs zu erkranken. Dieses erhdhte Risiko bleibt auch nach dem Rauch-
stopp fur mindestens zehn weitere Jahre bestehen (lodice et al. 2008). Aul3erdem Korreliert
Alkoholkonsum positiv mit der Entstehung eines Pankreaskarzinoms bei Mannern, nicht aber
signifikant bei Frauen (Naudin et al. 2018). Das Risiko zu erkranken ist mengenabhangig.
Starker Alkoholkonsum geht im Vergleich zu schwachen Alkoholkonsum mit deutlich erhéhtem
Risiko einher. Zudem besteht ein erhdhtes Risiko beim regelmaligen Konsum von Bier oder
Spirituosen, weniger jedoch bei regelmaligem Weinkonsum bei gleicher Energieaufnahme
aus den Alkoholquellen (Naudin et al. 2018).

Fur Adipositas (Body-Mass-Index > 25) zeigt sich eine altersunabhangige Assoziation zum
Pankreaskarzinom, wobei das Risiko proportional zur Dauer sowie zum Grad der Adipositas
ist (Bosetti et al. 2014). In Kombination mit einer Diabetes mellitus Typ Il Erkrankung ist das
Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, zusatzlich erhéht. In einer prospektiven
Kohortenstudie konnte das atiologische Risiko auf 14 % beziffert werden (Stolzenberg-Solo-
mon et al. 2013). Diabetes mellitus Typ Il kann dabei sowohl Folge der Erkrankung, als auch

eigenstandiger Risikofaktor sein. Bis zu zwei Jahrzehnte zeigt sich bei Diagnosestellung eines
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Diabetes mellitus Typ Il ein erhdhtes Risiko, welches mit zunehmender Erkrankungsdauer all-
mahlich abnimmt. Zudem gibt es Hinweise, dass auch Diabetes Typ | mit einem schwach er-
héhten Risiko einhergeht (Bosetti et al. 2014).

Patienten mit ausgeheilter akuter Pankreatitis weisen ebenfalls eine erhdhte Disposition zum
Pankreaskarzinom auf. Innerhalb von zwei Jahren nach Diagnosestellung ist das Risiko am
grofiten. Zehn Jahre danach besteht, im Vergleich zum Gesunden, ein doppelt so hohes Rest-

risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Kirkegard et al. 2018).

Genetische Risikofaktoren sind gut erforscht. Besonders haufig finden sich somatische Muta-
tionen im KRAS, p16/CDKN2TA, TP53 und im SMDA4/DPC4-Gen. Eine familiare Vorbelas-
tung mit Erkrankungen bei Verwandten ersten oder zweiten Grades besteht bei circa 10 % der
Pankreaskarzinome (Norris et al. 2015). Zu den risikoférdernden genetischen Faktoren geho-
ren trunkierende Mutationen im BRCA2-Gen, Mutationen in Basenfehlpaarungsreparatur-Ge-
nen flr ein hereditares nicht polypdses kolorektales Karzinom oder Polymorphismen im ABO-
Gen. Zudem kénnen das Peutz-Jeghers-Syndrom mit einer Mutation im LKB7-Gen, die here-
ditare Pankreatitis durch Mutation im PRSS7-Gen oder das familidre atypische Melanom-Syn-
drom mit multiplen Leberflecken mit Mutation im CDKN2A-Gen mit einem erhoéhten Risiko ein-
hergehen. Eine familidre Vorbelastung mit Prostatakrebs zeigt ebenfalls ein deutlich erhbhtes

Risiko fUr ein Pankreaskarzinom (Jacobs et al. 2010).

Fast alle Pankreaskarzinome sind Adenokarzinome, entwickeln sich aus duktalen Epithelzel-
len und gehéren dementsprechend zum histologischen Subtyp des duktalen Adenokarzinoms.
Jedes pankreatische duktale Adenokarzinom (PDA) geht aus einer hyperplastischen Lasion,
einer pankreatischen intraepithelialen Neoplasie (PanIN) oder einer intraduktalen papillaren
muzindsen Neoplasie (IPMN) hervor (Abb. 1). Ein starker Treiber fur die Entstehung und Auf-
rechterhaltung ist eine Mutation im Protoonkogen KRAS (Grant et al. 2016). Molekulargene-
tisch findet sich diese bei 67,6 % der Adenokarzinome (Huang et al. 2021). Weitere Mutationen
in den Tumorsuppressorgenen CDKN2A/p16, TP53 und SMAD4 sind flir das aggressive Tu-

morwachstum ursachlich (Grant et al. 2016).
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[Ductalepithelial cellJ [ PanIN-1 ] [ PaniIN-2 ] [ PanIN-3 (CIS)J ( PDAC }

. - KRAS TP53
Ky panath: sthations: Telomere shortening COKN2A SMAD4 ¥
Infrequent mutations: LKB1 SHH
BRCA1/2

Abb. 1: Schematische Darstellung der Pathogenese des Pankreaskarzinoms. Molekulare Ver-
anderungen flihren zur Entstehung einer der histologisch unterschiedlichen Prédkanzerosen

PanIN oder IPMN und fiihren zu einer zunehmenden Zellverdnderung (Grant et al. 2016).

Histologisch bestehen PDAs aus malignen Drisenzellen mit willkirlicher Architektur, welche
in ein dichtes desmoplastisches Stroma eingebettet sind. In einem Gewebefragment kénnen
so ohne Anreicherung neoplastischer Zellen weniger als 10 % maligne sein. Morphologische
Varianten sind das adenosquamdse oder das undifferenzierte Karzinom mit osteoklastenahn-
lichen Riesenzellen (Wood et al. 2022).

3.1.2 SYMPTOMATIK, DIAGNOSTIK, THERAPIE UND PROGNOSE

Im Frihstadium verlauft das Pankreaskarzinom in der Regel klinisch stumm. Erst, wenn eine
Infiltration in umliegendes Gewebe geschieht oder die Erkrankung metastasiert, entwickeln die
Patienten Symptome (Kelsen et al. 1997). Typische Symptome sind Midigkeit, Gewichtsver-
lust, Anorexie, Bauch- oder Rickenschmerzen, obstruktiver lkterus oder Juckreiz. Weniger
haufig finden sich Steatorrh®, akute Pankreatitiden, venése Thromboembolien oder Obstruk-
tionen des Magenausganges (Wood et al. 2022). Dartber hinaus entwickeln fast die Halfte
aller Patienten innerhalb von zwei Jahren einen Pankreaskarzinom assoziierten Diabetes mel-
litus (PaCDM) (Pannala et al. 2008).

Eine Diagnostik mittels spezifischer Bildgebung in Kombination mit Tumormarkern stellt die
wohl sicherste Screening-Methode dar (Gemmel et al. 2009). Obwohl die Qualitadt von compu-
tertomographischen Methoden (CT) variiert, ist das dreiphasige Pankreasprotokoll-CT eine der
besten diagnostischen Methoden zur Erstdiagnose (Vincent et al. 2011). Bei Kontrastmittelun-
vertraglichkeit flihrt auch der endoskopische Ultraschall mit diagnostischer Zytologie zu sehr

genauen Ergebnissen. Zum Screening nach Lungenmetastasen bietet sich eine Rontgenauf-
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nahme oder ein CT des Brustkorbes an. Das Positronen-Emissions-Tomographie-Computer-
tomographie (PET-CT) ist derzeit keine routinemaRige Untersuchung, bietet jedoch Vorteile
zur ldentifizierung unbestimmter Lasionen (Vincent et al. 2011). Auch die diffusionsgewichtete
Magnetresonanztomographie kann zur Differenzierung von Massenbildungen und der Identi-
fizierung eines Pankreaskarzinoms beitragen (Fattahi et al. 2009). Zur Bestatigung einer Ver-
dachtsdiagnose dient die zytologische Diagnostik. Entsprechendes Material kann durch eine
endoskopische ultraschallgestlitzte Feinnadelbiopsie mit einer Sensitivitat von bis zu 80 % ge-
wonnen werden (Harewood und Wiersema 2002). Fir das vollstdndige Tumor-Staging bietet
die Magnetresonanztomographie (MRT) eine Sensitivitdt von nahezu 100 % (Yang et al.
2018).

Derzeit gibt es funf gangige Serum-Tumorbiomarker: CA19-9, CA242, CEA, CA125 und
microRNA (Ge et al. 2017). Die Sensitivitat dieser Marker betragt jedoch nur zwischen 39,5 %
und 75,4 %, bei einer Spezifitat zwischen 77,6 % und 83 % (Zhang et al. 2015). Der Biomarker
CA19-9 allein ist besser zur Kontrolle des Therapieerfolgs geeignet und weniger zum primaren
Screening bei asymptomatischen Patienten (Fahrmann et al. 2019). Dabei erhdht die Kombi-
nation von CA19-9 mit CA125 die Sensitivitdt und die Kombination mit CEA die Spezifitat im
Vergleich zum alleinigen CA19-9 (Zhao und Liu 2020).

Die Behandlung des Pankreaskarzinoms erfolgt idealerweise multidisziplinar durch ein Team
aus Onkologen, Chirurgen, Radiologen, Gastroenterologen, Radioonkologen, Pathologen,
Schmerztherapeuten, Sozialarbeitern, Erndhrungsberatern und Palliativmedizinern (Pawlik et
al. 2008).

Die chirurgische Resektion ist die einzige kurative Therapieoption. Abhangig von der anatomi-
schen Lage gibt es die Moglichkeiten einer Duodenopankreatektomie, einer distalen oder einer
totalen Pankreatektomie (McGuigan et al. 2018). Eine neoadjuvante Chemotherapie oder Be-
strahlung kann potenzielle Metastasen beseitigen (He et al. 2014b). Die Kombination mit einer
adjuvanten Chemotherapie kann das Outcome noch einmal deutlich verbessern. Eine An-
schlussbehandlung mit dem sehr gut vertraglichen Nukleosidanalogon Gemcitabin (Green
1996) kann das mittlere krankheitsfreie Uberleben und die 5-Jahres Uberlebensrate verlan-
gern (Oettle et al. 2013). Die Kombination von Gemcitabin mit Capecitabin, einem Prodrug von
5-Fluorouracil (Siddiqui et al. 2019), erhéht dabei das Gesamtiiberleben nochmals signifikant

(Neoptolemos et al. 2017).
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Beim metastasierten Pankreaskarzinom flihrt FOLFIRINOX, eine Kombination von Leucovo-
rin, 5-Fluorouracil, Irinotecan und Oxaliplatin, im Vergleich zu Gemcitabin, zu einer Verlange-
rung des Gesamtuberlebens von 6,8 zu 11,1 Monaten sowie einer Verlangerung des mittleren
progressionsfreien Uberlebens von 3,3 zu 6,4 Monaten; ist dabei jedoch mit erheblichen Ne-
benwirkungen verbunden. Deshalb wird diese Behandlung nur bei der palliativen Therapie von

Patienten mit sehr guter Konstitution empfohlen (Conroy et al. 2011).

Mittlerweile ist es auch mdglich das Pankreaskarzinom laparoskopisch zu resezieren. In einer
monozentrischen Studie konnte gezeigt werden, dass diese Methode weniger Komplikationen
im Vergleich zur offenen Pankreatektomie und einer kiirzeren Hospitalisierungsdauer einher-
ging. Jedoch stellt diese Technik eine hohere Anforderung an den Operateur dar (Shin et al.
2015).

Die Prognose fiir das Pankreaskarzinom ist nach wie vor sehr schlecht. Die 5-Jahres-Uberle-
bensrate betragt derzeit etwa 12 % (Halbrook et al. 2023). Zurtckzufuhren ist dies auf die
oftmals spate Diagnosestellung. Lediglich 20 % der Karzinome befinden sich zu diesem Zeit-
punkt in einem Frihstadium und sind chirurgisch therapierbar (He et al. 2014a). Bei Patienten
mit chirurgischer Intervention l3sst sich die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 15 % bis 25 % erhé-
hen. Hierbei betragt die 30-Tage-Mortalitatsrate 1 % und die 90-Tage-Mortalitatsrate 4 % nach
Duodenopankreatektomie (He et al. 2014a). In 80 % der Falle kommt es nach radikaler Re-
sektion eines PDA zur Bildung eines Rezidivs. Die Gesamtuberlebenszeit bei Lebermetasta-
sen betragt dabei bis zu 18 Monate und bei Lungenmetastasen bis zu 40 Monate (Groot et al.
2018).

3.2 NOTWENDIGKEIT DER IN VIVO FORSCHUNG

Krebserkrankungen stellen eine der haufigsten Todesursachen weltweit dar. Im Jahr 2020 ver-
starben fast zehn Millionen Menschen an einer solchen, was ungefahr jedem sechsten Todes-
fall entspricht. Viele Krebserkrankungen sind kurativ behandelbar, wenn diese friihzeitig er-
kannt und wirksam behandelt werden (World Health Organisation WHO 2022). Aus ethischen
Grunden beschrankt sich die onkologische Forschung am Menschen meist auf analytische
oder deskriptive Studien sowie klinische Therapiestudien (Gengenbacher et al. 2017). In vitro
Modelle stellen den Ausgangspunkt fur biologische und medizinische Forschung dar (Joshi et
al. 2022). Zweidimensionale Zellkulturmodelle sind nicht in der Lage die Hauptmerkmale eines
malignen Krankheitsbildes wiederzugeben, weshalb jlingste Forschung dabei ist, die Entwick-

lung innovativer dreidimensionaler Modelle, wie Organoide zur Untersuchung der pathologi-
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schen Mechanismen von Tumoren, voranzutreiben (Siervi und Turato 2023). Weitere Metho-
den wie Organ-on-a-Chip sind innovative Werkzeuge, um Interaktionen von Zellen in verschie-
denen Organen sowie Wechselwirkungen zwischen Immunzellen und Krebszellen zu untersu-
chen (Mattei et al. 2021). Basierend auf einem dynamischen Kultursystem sind Tumor-on-a-
Chip-Modelle in der Lage ein besseres Verstandnis des Tumorwachstums und der Metasta-
sierung, durch die Simulation der 3D-Mikrostruktur und der mikrophysiologischen Funktionen
menschlicher Organe und Gewebe zu ermdglichen und bieten damit eine attraktive Perspek-
tive fur die onkologische Forschung (Liu et al. 2021). Derzeit sind jedoch nur in vivo Versuche
geeignet, um die Komplexitat neoplastischer Zellen in Wechselwirkung mit verschiedenen Im-
munzellen und der systemischen Umgebung vollstdndig darzustellen. Die praklinische For-
schung an Mausmodellen stellt daher einen unverzichtbaren Zwischenschritt im Transfer der
experimentellen Forschung von der in vitro Forschung zu Humanstudien dar (Gengenbacher
et al. 2017).

3.3 TIERMODELLE

3.3.1 INVIVO TIERMODELLE DES PANKREASKARZINOMS

Die praklinische onkologische Forschung in Mausmodellen basiert am haufigsten auf der Xe-
notransplantation menschlicher Krebszellen oder der Allotransplantation von Maustumorzellli-
nien (Kersten et al. 2017). Xenotransplantationsstudien bieten beispielsweise Einblicke in die
Mechanismen intrinsischer Resistenzen beim kolorektalen Karzinom (Prahallad et al. 2012)
und Allotransplantatmodelle liefern grundlegende Erkenntnisse Uber Antitumorimmunitat, T-
Zell-Toleranzmechanismen oder Immunfluchtwege bei Tumoren (Leach et al. 1996). Die Allot-
ransplantation von Mauskrebszelllinien erfolgt dabei syngen, in immunkompetente Tiere. Wo-
bei die Xenotransplantation in immundefiziente Mause erfolgen muss, um eine AbstoRungsre-
aktion zu verhindern (Kersten et al. 2017). Diese Methode ist daher ungeeignet die Rolle des
Immunsystems bei der Tumorgenese zu untersuchen. Tumore von gentechnisch veranderten
Mausmodellen zeigen histopathologische und molekulare Merkmale humaner Tumorentitaten.
Durch spezifische Mutationen in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen kann eine reale Tu-
morprogression in immunkompetenter Umgebung nachvollzogen werden. Dabei weisen die
Tumore eine genetische Heterogenitat auf und zeigen ein Fortschreiten der Erkrankung bis

hin zur Metastasen Bildung (Kersten et al. 2017).
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3.3.2 ZIELLINIEN-BASIERTE TIERMODELLE

Zelllinien-basierte Tumormodelle kbnnen nach dem Transplantationsort in heterotop, orthotop
oder systemisch unterschieden werden (Gengenbacher et al. 2017). Das heterotope, meist
subkutane, Tiermodell ist durch eine auf3eranatomische Lage des Tumors und der Abwesen-
heit von Metastasen charakterisiert. Die Tumorzellen oder auch Tumorstiicke, bei patient de-
rived Xenograft Modellen (PDX) werden meist subkutan in die Flanke der Mause implantiert,
damit die Tiere durch das Tumorwachstum nicht in lhrer Motorik eingeschrankt werden (Mittal
et al. 2015). Beim orthotopen Modell erfolgt die Tumorprogression im jeweiligen Ursprungsor-
gan, wobei einige Zelllinien und Tumorentitaten kliniknahe Metastasierungsprozesse zeigen
(Gengenbacher et al. 2017). Beim systemischen Modell werden die Tumorzellen zumeist in-
travends oder intrasplenisch injiziert, wodurch eine Untersuchung der metastatischen Ausbrei-
tung ermdglicht wird (Mittal et al. 2015; Hackl et al. 2013). Hierbei kommt es jedoch vorwiegen
zu einer Zellkolonisierung in der Lunge oder Leber, wodurch sich der Metastasierungsprozess
von Primartumoren nicht realitatsnah abbilden 1asst. Zelllinien-basierte Tumormodelle werden
mit 60 - 95 % am haufigsten in der praklinischen Forschung verwendet (Gengenbacher et al.
2017). Die genetischen und karzinogen induzierten Modelle sowie die PDX-Modelle finden
deutlich weniger Anwendung. Dies ist besonders auf die kostenglnstige Durchfuhrung und
eine schnelle Tumorprogression zurickzufihren. Genetische Modelle erfordern zudem teure
Imaging-Methoden wie Biolumineszenz, MRT oder PET-CT, um ein longitudinales in vivo Mo-

nitoring der in vivo Tumorprogression zu ermdglichen (Gengenbacher et al. 2017).

34 BELASTUNGSEINSCHATZUNG UND REFINEMENT

3.4.1 TIERSCHUTZ IN DER TIEREXPERIMENTELLEN FORSCHUNG

In Deutschland werden die meisten Tierversuche fir die Grundlagenforschung sowie fir die
translationale und angewandte Forschung verwendet (Bundesministerium flr Erndhrung und
Landwirtschaft 2018). Fir die onkologische Forschung wurden im Jahr 2015 in Deutschland
mit 23 % die meisten Tierversuche beantragt, gefolgt von kardiovaskularer (13 %) und neuro-
logischer Forschung (10 %) (Bert et al. 2017). Tierschutz in der tierexperimentellen Forschung
ist in Deutschland aber auch in der Europaischen Union (EU) von grof3er Bedeutung. Gesetz-
lich reguliert werden Tierversuche auf nationaler Ebene Uber das Tierschutzgesetz und die
Tierschutz-Versuchstierverordnung sowie durch die europaische Richtlinie 2010/63/EU zum
Schutz von Versuchstieren (Bundesministerium fir Justiz 2006; Official Journal of the Euro-

pean Union 2010).
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Tierversuche in der EU unterliegen strengen Regularien (Official Journal of the European
Union 2010). Tierversuchsvorhaben missen von Wissenschaftlern beantragt und behérdlich
genehmigt werden. Nur wenn eine detaillierte Schaden-Nutzen-Analyse erfolgt ist und der Ver-
such als ethisch vertretbar eingeschatzt wird, kann ein Versuchsvorhaben genehmigt werden.
Generell miissen Schmerzen, Leiden, Schaden oder Angste von Versuchstieren auf ein abso-
lutes Minimum reduziert werden. Zudem mussen Tierversuchsvorhaben streng nach den 3R-
Prinzip geplant werden (Official Journal of the European Union 2010). Das 3R-Prinzip wurde
1959 in dem Buch ,The Principles of Human Experimentel Technique® von William Russel und
Rex Burch niedergeschrieben. Das Prinzip beschreibt den Leitgedanken der tierexperimentel-
len Forschung und steht flr replace, reduce, refine (Vermeidung, Verringerung und Verbesse-
rung) (Russell, W. M. S., Burch, R. L. 1959). Tierversuche dirfen nur durchgefihrt werden,
wenn keine andere geeignete wissenschaftliche Methode zur Verfligung steht (replace) und
die Anzahl sowie die Belastung der Tiere auf ein unerlassliches Maf} beschrankt wird (reduce).
Eine kontinuierliche Verbesserung des Tierwohls (refine) sowohl in der Haltung, als auch bei
Versuchsvorhaben ist nicht nur Bestandteil der 3R, sondern wird insbesondere seit der Novel-
lierung des Tierschutzgesetzes im Jahr 2021 explizit eingefordert und bei zukiinftigen Vorha-
ben von grolier Bedeutung sein (Bundesministerium fir Justiz 2006). Um dennoch ausrei-
chend hohe wissenschaftliche Standards zu gewahrleisten, sollten die Aspekte des 3R-Prin-
zips bereits in der Ausarbeitung von Forschungsprojekten fest verankert werden sowie in der
Planung und Durchfihrung berlcksichtigt werden (Deutsche Forschungsgesellschaft 2019).
Seit 2013 wird eine konsequente Umsetzung des 3R-Prinzipes in der Tierschutz-Versuchstier-

verordnung vorgeschrieben (Robert Koch Institut 2021).

3.4.2 BELASTUNGSEINSCHATZUNG IM TIERVERSUCH

Die EU-Richtlinie 2010/63/EU fordert sowohl eine prospektive und eine retrospektive Belas-
tungseinschatzung durchzuflhrender Eingriffen, als auch eine Einschatzung der kumulativen
Belastung der Tiere im Versuchsvorhaben (Official Journal of the European Union 2010). Die
Eingriffe sollen in verschiedenen Schweregraden, keine Wiederherstellung der Lebensfunk-
tion, gering, mittel und schwer, eingeteilt werden. Jede Intervention oder Manipulation ist im
Rahmen eines Verfahrens einer Kategorie zuzuordnen. Der jeweilige Schweregrad ist abhan-
gig von Ausmalf’ und Dauer der voraussichtlich auftretenden Schmerzen, Leiden und Schaden,
die die Tiere wahrend der entsprechenden Intervention erfahren. Die EU-Richtlinie bietet im
Anhang VIII einige Beispiele fur die prospektive Belastungseinschatzung verschiedener Ver-
fahren. So werden operative Eingriffe mindestens als mittlere Belastung eingestuft und Organ-
transplantationen mit moglichen Abstolung Reaktionen als schwere Belastung. (Official Jour-

nal of the European Union 2010).
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Die Beispiele reichen nicht aus, um eine umfangreiche prospektive Belastungseinschatzung
fur alle méglichen Tiermodelle und Verfahren zu erzielen. Die retrospektive Belastungsein-
schatzung soll wahrend des Versuches an jedem Tier einzeln Uber die Evaluation von gesund-
heitsspezifischen Kriterien erfolgen. In den sogenannten Score-Sheets werden tiermodellspe-
zifische Kriterien definiert um Schmerzen, Leiden und Schaden bei den Tieren zu erkennen
und in entsprechende Schweregrade einzuteilen. Hierzu gehdren Kriterien wie Kérpergewicht
(KG), Korpertemperatur, Korperhaltung, Zustand des Fells, Verhalten und Aktivitat (Morton
und Griffiths 1985; Hawkins et al. 2011). Ein grol3er Nachteil der Score-Sheets ist, dass die
Auswertung der meisten Kriterien immer vom jeweiligen Beobachter abhangig und damit sub-
jektiv ist. Eine Verbesserung sowohl der prospektiven als auch der retrospektiven Belastungs-
einschatzung ist daher erstrebenswert. So wird empfohlen, neben den meist klinischen Para-
metern im Score-Sheet, zusatzlich den psychologischen Zustand der Versuchstiere mit Ver-
haltensparametern zu erfassen und den physiologischen mit Hilfe von Stressparametern, wie

Stresshormone und Herzfrequenz, zu analysieren (Hawkins et al. 2011).

Schmerzen aktivieren die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse und stimulieren
somit die Freisetzung von Kortikosteron (Benedetti et al. 2012). Kortikosteron ist fir die Regu-
lierung zahlreicher Stressreaktionen verantwortlich, wodurch sich die Plasmakortikosteron-
Konzentration als besonders geeigneter Stressindikator darstellt (Gong et al. 2015; Munck et
al. 1984). Eine Erhohung des Plasmakortikosterons sowie eine Erhdhung der Kortikosteron-
metabolite im Kot (FCM) konnte nach akuter und chronischer Stressinduktion und nach chirur-
gischen Eingriffen nachgewiesen werden (Pfeiffenberger et al. 2015; Sundbom et al. 2011;
Benedetti et al. 2012). Stress kann eine Hypertonie induzieren, weshalb auch die Kdrpertem-
peratur als wichtiger Belastungsparameter gilt (Brodkin et al. 2002). Bereits das Einsetzen
einer rektalen Sonde, als Modell fur Angstzustande, kann zu einer stressinduzierten Hyperto-
nie fuhren (Adriaan Bouwknecht et al. 2007).

Um das Wohlbefinden von Versuchstieren zu analysieren hat sich die Analyse des freiwilligen
Buddel- und Nestbauverhaltens in den letzten Jahren etabliert (Deacon 2006a, 2006b). Wah-
rend eine korrekte Ausfiihrung dieser Verhaltensweisen einen Indikator fir das Wohlbefinden
bei Nagetieren darstellt, kann eine Reduktion auf neurologische Erkrankungen hinweisen oder
Schmerzen und Stress wiederspiegeln (Jirkof 2014; Deacon et al. 2005; Jirkof et al. 2013). Ein
standardisiertes System zur Verhaltenskodierung von subjektiven Schmerzerfahrungen wurde
2010 von Langford et. al. entwickelt (Langford et al. 2010). Der Mouse Grimace Scale (MGS)
ermdglicht die Erkennung von Schmerzen langerer Dauer und wurde bereits in einer Vielzahl

praklinischer Schmerztests validiert, wobei der Fokus hierbei hauptsachlich in der Bewertung
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von akuten Schmerzen sowie in der Schmerz- und Neurowissenschaftsforschung lag (Whitta-
ker et al. 2021; Langford et al. 2010; Duffy et al. 2016; Almeida et al. 2020).

3.4.3 REFINEMENT-STRATEGIEN FUR PANKREASKARZINOM-MODELLE

Die datenbasierte Belastungseinschatzung ermdglicht eine realistische Schaden-Nutzen-Ana-
lyse flr zukunftige Tierexperimente. Um die Aussage der unterschiedlichen Belastungspara-
meter zu kombinieren, wurden in vielen Studien multivariate statistische Verfahren angewen-
det. So konnte in einer Studie die Verbindung von Parametern wie Kérpergewicht, Buddelver-
halten, Nestbauaktivitat (N) und FCM mittels multipler logistischer Regression und Youden’s
Index zeigen, dass ein murines Pankreatitis Modell geringer belastend ist als der operative
Eingriff der Laparotomie (Abdelrahman et al. 2019). Anhand von Parametern wie Korperge-
wicht, Gesundheitsscore (GS) und Buddelverhalten mittels Stutzvektor Klassifizierung konnte
nachgewiesen werden, dass die Intoxikation mit Tetrachlorkohlenstoff (CCls) eine deutliche
geringere Belastung verursacht als das Gallengangligaturmodell (BDL), um Leberzirrhose bei
Mausen zu induzieren (Tang et al. 2020). Hierdurch kann die Belastung der verschiedenen
Tiermodelle untereinander verglichen werden, wodurch es mdglich ist, zukinftig auf Modelle

mit geringerer Belastung zurtickzugreifen oder die angewendeten Methoden zu verfeinern.

Ein direkter daten-basierter Belastungsvergleich von verschiedenen Tiermodellen ist mit dem
Relative Severity Assessment Score (RELSA) moglich. Mit dem RELSA-Algorithmus kénnen
mehrere Belastungsparameter zu einem Score kombiniert werden. Anschlief3end erfolgt ein
Abgleich mit einem Referenzdatensatz. Der Zeitpunkt, an dem die Belastung eines Tieres am
hdchsten ist, wird als maximaler Relative Severity Assessment Score (RELSAmax) berechnet.
Hiermit I&sst sich die Belastung von Tiermodellen anhand der individuellen maximalen Schwe-
regrade jedes einzelnen Tieres vergleichen (Talbot et al. 2022). So konnten beispielsweise
anhand der Belastungsparameter Kérpergewicht, Buddelverhalten und Gesundheitsscore fur
vier gastrointestinale Tiermodelle, wie Leberzirrhose mittels CCls Intoxikation, PDA, Cerulein
induzierte Pankreatitis und Gallengangsligaturmodell eine Reihenfolge des Schweregrades
erstellt werden (Talbot et al. 2023). In einer anderen Studie zur Induktion von Depressionen
bei Mausen konnte mit dem RELSA und den Input-Variablen Buddelaktivitat, Kérpergewicht
und FCM gezeigt werden, dass die Supplementierung von Kortikosteron in der Ernahrung das
Wohlbefinden starker beeinflusst, als Immobilisierung oder die genetische Veranderung mit-
tels GluA1-Knockout (Mallien et al. 2022).

13
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Eine Analgesie bei onkologischen Tiermodellen ist gesetzlich vorgeschrieben und beugt
Schmerz als Stressor vor (Bundesministerium fiir Justiz 2006). Schmerzen und Stress beein-
flussen nachweislich die Tumorprogression und haben somit einen Einfluss auf die Qualitat
der Ergebnisse (Kim et al. 2018). Die datenbasierte Belastungsanalyse ist daher auch beson-
ders geeignet, die Wirksamkeit verschiedener Analgetika zu testen, wodurch zukinftige eine
optimale Schmerzausschaltung zu gewahrleisten ist. So konnte mit den Parametern Trinkwas-
seraufnahme, Nahrungsaufnahme, Koérpergewicht, MGS, Nestbauaktivitdt sowie einen mo-
dellspezifischen Schmerzscore in einem Maus-Osteotomie Modell gezeigt werden, dass eine
hohe Konzentration von Tramadol die Analgesie im Vergleich zu niedrig dosiertem Tramadol
und Buprenorphin nicht verbessert, sich jedoch negativ auf das Wohlbefinden der Tiere aus-
wirkt (Jirkof et al. 2019). In einer anderen Studie konnte durch Messung von Kérpergewicht,
Nahrungsaufnahme, Buddelaktivitat, Nestbauaktivitat, MGS, Frey-Test sowie FCM nach La-
parotomie gezeigt werden, dass Mause, die mit einer Kombination aus lokalem Bupivacain
und Lidocain und systemischen Paracetamol im Vergleich zur alleinigen lokalen oder systemi-
schen Therapie nicht weniger postoperative Schmerzen oder eine verbesserte Genesung
zeigten (Durst et al. 2021b). Bei einer Studie zur Cerulein induzierten Pankreatitis wurde durch
Bewertung der Parameter Gewichtsveranderung, Wasseraufnahme, Buddelverhalten, MGS
sowie FCM herausgefunden, dass durch Trinkwasser aufgenommenes Buprenorphin einen
Wirkungsvorteil gegentber Paracetamol in Kombination mit Tramadol und Metamizol bei der
Analgesie hat (Durst et al. 2021a).

Far die Translation von tierexperimentellen onkologischen Studien und deren Ergebnissen in
die humane Krebstherapie, ist die Gesamtiberlebenszeit der Tiere einer der wichtigsten Pa-
rameter (Prasad et al. 2015). Ein Refinement in Uberlebensstudien erfordert die Etablierung
friher humaner Endpunkte (hEP). Die datenbasierte Belastungsanalyse ermdglicht eine retro-
spektive Evaluierung von Parametern, die zur Bestimmung von frGhen humanen Endpunkten
genutzt werden konnen. In einer Studie konnte mit Hilfe von Algorithmen zum maschinellen
Lernen und Daten zum Kdrpergewicht, Kérpertemperatur und verschiedenen klinischen und
neurologischen Scores gezeigt werden, dass Mause mit erhéhtem Sterberisiko, in einem Sep-
sis- und Schlaganfallmodel, frihzeitig identifiziert werden kénnen (Mei et al. 2019). In einer
retrospektiven Studie wurden die Parameter Kérpergewicht, klinischer Score sowie Buddelak-
tivitat und Nestbauaktivitat, anhand eines Mausmodells zur Gallengangsligatur, mittels Cox-
Regression und Konkordanz-Index nach Harrell analysiert. Dabei konnte festgestellt werden,
dass ein Koérpergewichtsverlust von 10-20 % in Kombination mit einer Reduktion der Bud-
delaktivitat einen friihen hEP innerhalb von zwei Tagen vorhersagen kann (Zhang et al. 2020).
Die Anwendung solcher oder ahnlicher Ansatze kénnen langfristig zum Refinement verschie-

dener Tierversuche beitragen.
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V. ZIELSTELLUNG

Ziel der experimentellen Studie war ein direkter Vergleich der Belastung verschiedener Pan-
kreaskarzinommodelle in Mausen anhand einer datenbasierten Belastungsbeurteilung. Zu-
satzlich wurde analysiert, welche der erhobenen Belastungsparameter sich zur Bestimmung
von frGhen humanen Endpunkten eignen, um die Qualitat zukinftiger onkologischer in vivo

Forschung unter Berlcksichtigung der geltenden Tierschutzbestimmungen zu erhdhen.

V. MATERIAL UND METHODEN

5.1 IN VIVO VERSUCHE

5.1.1 VERSUCHSTIERE UND ZELLLINIEN

Die in vivo Versuche wurden gemaR §8 Tierschutzgesetz unter den Aktenkennzeichen 7221.3-
1-010/21 von dem Landesamt fir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Meck-
lenburg-Vorpommern genehmigt. Verwendet wurden mannliche und weibliche C57BL/6J
Mause mit einem Ausgangskorpergewicht zwischen 19,1 g und 32,6 g sowie einem Alter zwi-
schen 16 und 21 Wochen. Zur Induktion der Tumore wurden murine Panc02-Zellen verwendet,

welche uns vom National Cancer Institute zur Verfugung gestellt wurden.

Panc02-Zellen haben die Eigenschaft zu migrieren und zu proliferieren. Dabei haben sie ein
unregelmaliges, fingerartiges Wachstum und zeigen histologisch ein sarkomartiges, undiffe-
renziertes Wachstumsmuster, womit sie das menschliche Adenokarzinom des Pankreas sehr
gut nachahmen konnen (Partecke et al. 2011). Die Zellen wurden in Vorbereitung auf bis zu
90 % Konfluenz wachsen gelassen (Medium: RPMI 1640 mit L-Glutamin, 10 % FCS, 1x
PEN/Strep). Das Medium wurde anschlieend entfernt und einmalig mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit 2 ml Trypsin/EDTA gel6st. Das Trypsin wurde anschlieRend mit 10 ml Me-
dium neutralisiert und die Zellen anschlielend zentrifugiert (1200 rpm, 3 min). Die ausgezahl-
ten Zellen wurden danach zusammen in PBS (subkutane und intravendse Modell), bezie-
hungsweise PBS und Matrigel fir das orthotope Tumormodell (Verhaltnis 1:1) aufgenommen
(Tab. 1, siehe Anhang) und vor dem Injizieren auf Eis gelagert. Das Matrigel, hartet bei Kor-
pertemperatur aus und verhindert dadurch eine Peritonealkarzinose (Partecke et al. 2011). Die
Injektion erfolgte nach Tabelle an drei experimentellen Gruppen, dem orthotopen (n=9), dem

subkutanem (n=9) und dem intravenésen Tiermodell (n=8).
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5.1.2 ZELLLINIEN -BASIERTE TIERMODELLE

5.1.2.1 ORTHOTOPES TIERMODELL

Beim orthotopen Tiermodell erfolgte zunachst praoperativ die Messung und die Dokumenta-
tion der Ausgangsgewichte der Versuchstiere. Die anschlieRende Narkose wurde inhalativ mit
Isofluran (Sedaconda® 100 vol.%, Sedana Medical AB, Schweden) durchgefihrt. Initial wur-
den die Mause mit Isofluran 2,5 vol.% in einer Narkosebox anasthesiert und die Narkose an-
schlieBend mit Isofluran 1,2 vol.% Uber eine Maske aufrechterhalten. Als Tragergase wurden
02 (0.8 L/min) und N2O (1.6 L/min) verwendet. Zunachst erfolgte eine Befeuchtung der Augen
mittels Augensalbe. Die Lagerung erfolgte auf dem Ricken auf einer Heizplatte. Dann folgte
eine Nassrasur des Bauches sowie eine Hautdesinfektion (Skinsept® F, Ecolab Deutschland
GmbH, Monheim a. Rhein, Deutschland). Als perioperative Analgesie wurde 5 mg/kg Car-

profen (Rimadyl, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland) subkutan appliziert.

AnschlielRend wurde der Bauchraum knapp unterhalb des Brustkorbes mittels Querlaparoto-
mie erdffnet. Die duodenalen Darmschlingen wurden einschlieRlich Pankreas mit Wattestab-
chen hervorluxiert. Es folgte die Injektion von 5 pl Zellsuspension (1x10* Panc02 Zellen in 1:1
PBS / Matrigel (354248, Corning, Inc., New York, USA) mittels Hamilton Spritze (Reno,
Nevada). Die Hamilton Spritze verblieb 20 Sekunden im Pankreasgewebe, bevor diese zu-
rickgezogen wurde. Mit einem Wattestabchen wurde Uberprift, ob Injektionsflissigkeit aus
dem Pankreas ausgetreten war und das Ergebnis anschlieRend im Protokoll notiert. Abschlie-
Rend erfolgte der zweischichtige Wundverschluss, muskular mittels fortlaufender Vicryl rapid
(Johnson & Johnson Medical GmbH, New Brunswick, NJ) Naht und kutan mittels Einzelknopf-
naht mit Prolene (Johnson & Johnson Medical GmbH, New Brunswick, NJ) sowie die Haut-

desinfektion.

Postoperativ wurden die Mause bis zum Aufwachen mittels Rotlichtlampe warmgehalten. Der
tszustand wurde mittels Score-Sheet (Tab. 2, sieche Anhang) nach 30 Minuten Uberpruft. Zur
Analgesie erhielten die Mause zwolf Tropfen 500 mg/ml Metamizol (Novaminsulfon-rati-
opharm®, Ulm, Germany) in 100 ml Trinkwasser im gesamten weiteren Verlauf und bereits ab

einer Woche vor Intervention. Dies entspricht einer Konzentration von 3 mg/ml.
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5.1.2.2 SUBKUTANES TIERMODELL

Analog zum orthotopen Tiermodell wurde vor der Injektion bei den subkutanen Mausen zu-
nachst das Ausgangskdrpergewicht bestimmt und protokolliert. Die initiale Anasthesie und die
Behandlung mit Augensalbe erfolgten analog zum orthotopen Modell. Die Tiere wurden in
Bauchlage auf der Heizplatte gelagert. Dann wurden die Flanken beidseits nassrasiert und

anschlieRend desinfiziert.

Die Injektion der Zellsuspension (5x10° Panc02 Zellen in 100 uL PBS) erfolgte beidseits, in-
dem die Cutis mit einer Pinzette angehoben wurde und anschlieRend die Nadel (30G) einer
Insulinspritze (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) subkutan eingefuhrt
wurde. Nach der vollstandigen Injektion verblieb die Nadel fur 20 Sekunden subkutan und
wurde anschlielend herausgezogen. Mit einem Wattestdbchen wurde Uberprift, ob Suspen-

sionslésung entwichen war. Abschliel3end wurden die Einstichstellen desinfiziert.

Nach der Injektion wurden die Mause wieder analog zum orthotopen Tiermodell mittels Rot-
lichttampe warmgehalten. Der Gesundheitszustand wurde nach 30 Minuten Uberpruft. Zur
Analgesie erhielten die Mause zwolf Tropfen 500 mg/ml Metamizol in 100 ml Trinkwasser im

gesamten weiteren Verlauf.

5.1.2.3 INTRAVENOSES TIERMODELL

Auch beim intravendsen Tiermodell erfolgte die Vorbereitung und die Narkose mit Isofluran
analog zu den beiden anderen Modellen. Die Lagerung der Maus auf der Heizplatte erfolgte

seitlich.

Nach kurzer Desinfizierung und Erwarmung des Schwanzes auf einer Heizplatte, wurde die
Schwanzvene mit einer 30 G Kandule (BD, Franklin Lakes, NJ) punktiert, anschlieRend unter
Sichtkontrolle die Zellsuspension (1x108 Zellen in 50 yL PBS) lber einen circa 10 cm langen
Katheter (ICU Medical, Inc., San Clemente, CA) langsam injiziert und mit 20-30 pl NaCl 0,9 %
(Burg Pharma GmbH, Bernburg, Deutschland) nachgespilt. Nach dem Herausziehen der Na-
del wurde die Injektionsstelle optisch Uberprift und die Blutung mittels Kompression gestillt.

AnschlielRend wurde die Einstichstelle nochmals desinfiziert.

Analog zu den beiden anderen Tiermodellen, wurden die Mause vor der Warmelampe gela-

gert, die Gesundheit nach 30 min Uberprift und analgetisch mit Metamizol behandelt.
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5.2 BELASTUNGSANALYSEN

5.2.1 PHYSIOLOGISCHE PARAMETER

Der physiologische Zustand der Versuchstiere wurden Uber die Parameter Kérpergewichtsan-
derung, Gesundheitsscore, perianale Temperatur (pTemp) und MGS evaluiert. Taglich wurde
das Korpergewichts morgens dokumentiert. Die Kérpergewichtsdnderung wurde prozentual

zum Ausgangswert bestimmt.

Der Gesundheitsscore wurde ebenfalls taglich morgens ermitteltet. Die Tiere wurden hierfir in
ihrem Heimatkafig beobachtet und es wurde geprift, ob sie gesundheitliche Einschrankungen
aufwiesen. Das Score-Sheet setzt sich aus Kriterien wie Kérpergewicht, Allgemeinzustand,
Spontanverhalten, Fluchtverhalten bei Bertihrung und verfahrensspezifische Kriterien zusam-

men (Tab. 2, siehe Anhang).

In der detaillierten Belastungsanalyse wir die nicht-invasive perianale Temperatur erhoben.
Die Tiere wurden auf den Kafigdeckel gesetzt und die perianale Temperatur mit dem kontakt-
losen Infrarot-Thermometer (aponorm®, WEPA Apothekenbedarf GmbH & Co KG, Hillscheid,
Deutschland) dreimal gemessen (Mei et al. 2018) und anschlieRend flir den jeweiligen Tag der

Mittelwert errechnet.

Der MGS wurde entsprechend der Studie von Langford et al. durchgefihrt (Langford et al.
2010). Die Mause wurden hierflr in eine farblose Plexiglasbox (9x5x5 cm) gesetzt. Der Hin-
tergrund der Box wurde einheitlich Weil gehalten und die Box wurde zusatzlich mit Weilicht
beleuchtet. Nach einer Eingewdhnung von finf Minuten, wurden die Mause fir weitere flnf
Minuten in dieser Box mit einer Kamera (Canon EOS 70D, Tokyo, Japan) gefilmt. Von einer
funfmindtigen Videoaufnahme wurden drei Bilder je Maus ausgeschnitten und randomisiert.
AnschlieRend wurden die Bilder von drei verschiedenen Mitarbeitern verblindet gescort. Die
Gesichtsausdrucke der Mause wurde entsprechend dem Punkte System von Langfort et. al.
(Langford et al. 2010) nach den flinf Parametern ,Orbital tightning®, ,Nose bulge®, ,Cheek
bulge®, ,Ear position“ und ,Whisker change® mit 0, 1 oder 2, je nach Starke der Auspragung
bewertet. Der Summenscore der drei Mitarbeiter wurde anschlieRend gemittelt und auf den

Baselinewert der entsprechenden gesunden Maus normalisiert.
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5.2.2 VERHALTENSPARAMETER

Das Nestbauverhalten wurde analysiert, indem ein bis zwei Stunden vor der Dunkelphase ein
Baumwollnestlet (5x5 cm, ssniff Spezialdiaten GmbH, Deutschland) in den Heimatkafig gege-
ben wurde. Das Ubrige Nestmaterial wurde dabei entfernt. Die Qualitat des Nestbaues wurde
am nachsten Morgen anhand einer 5-Punkte Skala von Deacon et. al (Deacon 2006a) bewer-
tet, zusatzlich zu dem Score von Deacon wurde ein Score von 6 fir ein perfektes Nest verge-
ben, wenn das Nest einem Krater gleicht und 90 % des Umfanges hdher ist als die Kérperhéhe

der Maus ist.

Um das Buddelverhalten der Mause zu evaluieren, wurde entsprechend dem Protokoll von
Deacon et. al (Deacon 2006b) eine Réhre (15 cm x 0,03 cm x 6,5 cm, der Eingang ist 2,5 cm
erhoht, hinten ist die Réhre geschlossen) mit 200 g Pellets (10 mm, ssniff-Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) geflllt und zwei bis drei Stunden vor der Dunkelphase in den
Heimatkafig gegeben. Die Menge an gebuddelten Pellets wurde nach zwei Stunden und am

nachsten Morgen evaluiert.

5.2.3 HORMONELLE PARAMETER

Im Kot wurde die Konzentration des Kortikosterons bestimmt, indem die Mause in den Tagen
vor der geplanten Belastungsanalyse, in einen Kafig mit frischem Einstreu, umgesetzt worden
sind. Nach 24 Stunden wurde der Kot gesammelt, fur vier Stunden bei 65 °C getrocknet und
anschlieftend bei -20 °C aufbewahrt. Jeweils 50 mg des getrockneten Kots wurden anschlie-
Rend mit 1 ml 80 vol.% Methanol extrahiert und anschlieRend mit einem 5a-Pregnan-
3B,11B,21-triol-20-on-Enzymimmunoassay von unserem Kooperationspartner Prof. Rupert

Palme (Veterinarmedizinische Universitat Wien) analysiert (Touma et al. 2004).

Zur Analyse der Kortikosteron-Konzentration im Plasma wurden Pra-OP, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wahrend der Tumorprogression und am humanen Endpunkt das Blut der Mause
retrobulbar entnommen. Hierfur narkotisierten wir die Maus inhalativ fir ungefahr zwei Minuten
mit Isofluran 4-5 vol.%. Sobald die entsprechende Narkosetiefe erreicht worden war, stauten
wir den retrobulbaren Venenplexus und enthahmen 100-150 ul Blut mit einer Glaskapillare.
Das entnommene Blut wurde in einem EDTA-R&hrchen aufgefangen und anschlielRend zent-
rifugiert (1200 g fur 10 min bei 4 °C), Das Blutplasma wurde abpipettiert und bei -80 °C gela-
gert. AbschlieBend wurden die Plasmakortikosteron-Konzentrationen der gesammelten Pro-
ben mit einem ELISA-Kit (DEV9922, Demeditec Diagnostics GmbH, Erfurt, Deutschland) be-

stimmt. Hierflr wurden je 10 yl Plasma und Kalibrator gemischt und anschlieRend mit jeweils
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100 pl Inkubationspuffer und 50 ul Enzymkonjugat (Kortikosteron konjugiert mit Meerrettich-
peroxidase) in eine 96-Well Platte gegeben. Nach zweistlindiger Inkubation auf der Mikroplatte
wurde die Probe mit je 300 ul Waschlésung viermal gespilt und anschlieRend mit 200 ul Sub-
stratlésung (Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in einer gepufferten Matrix) versetzt.
Nach drei8ig-minutiger Inkubation im Dunkeln wurde die Reaktion mit einer Salzsdurelésung
gestoppt und anschlieRend die Absorption bei 450 nm bestimmt. Die Kortikosteron-Konzent-
ration verhalt sich umgekehrt proportional zur gemessenen Dichte und konnte anschlielend

anhand der Kalibrierungskurve berechnet werden.

5.2.4 VERSUCHSAUFBAU

Vor Versuchsbeginn erfolgte die Haltung der Versuchstiere geschlechtergetrennt mit jeweils
zwei bis vier Tieren in Typ |l K&figen (Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland) in der
chronischen Haltung. Nach der Eingewéhnungsphase wurden die Tiere in Typ |l Kafigen bis
zum Ende des Experimentes separiert, damit die Verhaltensanalysen akkurat durchgefuhrt

werden konnten.

Vor den Tumorzellinjektionen erfolgte bei allen drei Tiermodellen die Erhebung aller Belas-
tungsparameter an gesunden Tieren. Die Baselinewerte wurden in Form von KG, GS, peri-
analer Temperatur, Buddelaktivitat nach zwei Stunden (B2h) und tber Nacht (BiN), Nestbau-
verhalten in Form des Nestingscores und Konzentration des Plasmakortikosterons quantifi-
ziert. Zudem erfolgte eine Gewdhnung an die Mausboxen zur Erhebung des Mouse Grimace

Scales.

Wahrend des gesamten Ablaufes wurden die Parameter Korpergewichtanderung und Gesund-
heitsscore kontinuierlich taglich ermittelt. Die detaillierten Belastungsanalysen erfolgten durch
die Parameter perianale Temperatur, B2h und BUN, Nestbauaktivitat, MGS-Analyse, der Kor-
tikosteronmetabolite im Kot und der Kortikosteron Konzentration im Plasma direkt am Opera-
tionstag und an den drei postoperativen Tagen wahrend der OP-Phase sowie modellspezifisch
zu drei Zeitpunkten der Tumorprogressionsphase (friih, mittel, spat, Abb. 2). Zur Ermittlung
des individuellen Endpunktes wurden die Belastungsparameter bis zum Tag des humanen
Endpunktes taglich erhoben, sobald ein Kriterium laut Score-Sheet auftrat oder das Tier mehr
als 5 % Gewicht zum Vortag verloren hat (Tab. 2). Die Tiere wurden entsprechend der Ab-
bruchkriterien im Score-Sheet, unter Isofluran Narkose, schmerzfrei durch zervikale Disloka-

tion euthanasiert.
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Abb. 2.: Versuchsaufbau zur evidenzbasierten Belastungsbeurteilung von verschiedenen Pan-
kreaskarzinommodellen. In der Prid-Phase wurde die Belastung an den Tagen -3 bis -1 vor
Jjedem Eingriff an den gesunden Mé&usen erfasst. Zusétzlich erfolgte die Belastungsanalyse
am Tag nach der Tumorzellinjektion (OP) und an den post-operativen Tagen 1-3 (Akut Post-
OP), zur frithen, mittleren und spéten Phase wéhrend der Tumorprogression sowie an den
Tagen vor dem individuellen humanen Endpunkt jedes Tieres. Die Grafik wurde erstellt mit

BioRander.com

5.3 MONITORING DES TUMORWACHSTUMS

5.3.1 PET-CT BILDGEBUNG

Um die individuelle Belastung mit der TumorgréfRe oder der Metastasen-Progression zu kor-
relieren, wurde beim orthotopen Mausmodell ein longitudinales Tumorimaging mittels PET-CT
(Inveon PET-CT Siemens, Knoxville, TN) durchgefiihrt. Durch die PET-CT Bildgebung kénnen
Informationen tber Tumorwachstumsmerkmale wie Stoffwechsel, Hypoxie oder Proliferation
gewonnen werden. Eine Integration des Tracers '®F-Fluordeoxyglucose ('®F-FDG) ermdglicht
die Detektion des metabolisch aktiven Tumorgewebes (Fonti et al. 2019). Der Tracer fungiert
als Glucose-Analogon und reichert sich im metabolisch aktiven Gewebe an, wird aber nicht
weiter verstoffwechselt. Das Monitoring erfolgte zur mittleren und spaten Phase der Tumor-
progression. Hierfur wurden die Mause zunachst mittels Inhalation von Isofluran 2,5 vol.% an-
asthesiert und anschlieRend circa 15 MBq des "8F-FDG Uber die Schwanzvene injiziert. Eine
Stunde spater erfolgte die statische PET-CT Aufnahme fir 15 Minuten. Die Kérpertemperatur
der Mause wurde dabei mittels Heizplatte aufrechterhalten. Durch die 18F-FDG Aufnahme

(Prozent injizierte Dosis pro Gramm Koérpergewicht) wurde das metabolische Tumorvolumen
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(met. Vol.; 30 % des hottest Voxel) mit dem Programm Inveon Research Workplace (Siemens

Healthcare AG, Zlrich, Schweiz) ermittelt.

5.3.2 MESSUNG MIT DER SCHIEBELEHRE

Sobald ein Tumor beim subkutanen Modell optisch erkennbar war, wurde zweimal wdchent-
lich, jeweils montags und freitags, die TumorgroRenbestimmung mittels Schiebelehre durch-
gefuhrt. Hierfir anasthesierten wir die Mause initial mittels Isofluran 2,5 vol.% und erhielten
anschlieftend die Kurznarkose mit Isofluran 1,2 vol.% unter Maske aufrecht. Die Lagerung er-
folgte in Bauchlage auf einer Heizplatte. Lange (L) und Breite (B) des Tumors wurde anschlie-
Rend mit der Schiebelehre bestimmt. Die erhaltenen Messungen wurden dokumentiert und
final zur Bestimmung des Tumorvolumes verwendet. Das Tumorvolumen (Vol.) wurde ent-
sprechend der Formel V = 0.52 x L x B2 berechnet (Jensen et al. 2008). Bis zum Wiedererwa-
chen wurden die Mause auf der Seite gelagert und mit einer Rotlichtlampe gewarmt. Zum

Abschluss erfolgte eine kurze Uberpriifung der Gesundheit.

54 HISTOLOGIE

Zur Quantifizierung der Lungenmetastasen wurde das entnommene Lungengewebe in 4 vol.%
Paraformaldehyd (Grimm med Logistik GmbH, Torgelow, Deutschland) in einer Gewebekas-
sette (Leica Biosystems Nussloch GmbH, NuB3loch, Deutschland) fixiert, anschlieend in einen
Praparate-Korb (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nuf3loch, Deutschland) mit Leitungswas-
ser gespult und in einem Entwasserungsautomaten (Leica TP1020, Leica Biosystems Nuss-
loch GmbH, NufBlloch, Deutschland) in aufsteigender Alkoholreihe entwassert und in Paraffin
(Paraplast Plus, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nuf3loch, Deutschland) eingebettet. Da-
nach wurde das Gewebe in vier um diinne Schichten seriell geschnitten und jeder achte Lun-
genschnitt auf einen Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
mit final drei Lungenschnitten Gberfihrt. Die anschlielende Trocknung erfolgte bei 65 °C fur
zwei Stunden. Danach wurden die Gewebeschnitte in absteigender Alkoholreihe entparaffi-
niert. Die Ubersichtsfarbung erfolgte mittels Hamatoxylin-Eosin Farbung und wurde abschlie-

Rend unter Raumluft getrocknet.

Die fertigen Objekttrager wurden vor der mikroskopischen Betrachtung von einer dritten Per-
son verblindet. Mikroskopiert wurde an einem Mikroskop der Firma Carl Zeiss AG (ZEN 3.3
Blue Edition, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland), mit einem Obijektiv in 1,25-facher
VergrofRerung. Alle ersichtlichen Metastasen wurden fotografiert und anschlieRend digital mit

der Objekttragernummer abgespeichert.
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Die Quantifizierung der Metastasen erfolgte mit dem Programm QuPath 0.4.3. Hier wurden die
Metastasen Uber eine Region of Interest (ROI) markiert und anschlief3end die Flache der Me-
tastasen pro Lungenschnitt evaluiert. Protokolliert wurden pro Objekttrager und pro Lunge die
Anzahl der einzelnen Metastasen und die Gesamtflache dieser. Nach der abschlieRenden Ent-
blindung wurden die Ergebnisse den einzelnen Tieren zugeordnet und die Gesamtanzahl der

Metastasen sowie die Gesamtflache derer pro Tier errechnet.

5.5 STATISTIK

Die primar erfassten Daten wurden zur elektronischen Datenverarbeitung in das Programm
Excel 16.83 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) Uberfihrt. Die anschlie-
Rende statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, CA). Fur die Abbildungen 3 - 5 sind die Daten als Punktplot
mit Median + 95 % Konfidenzintervall, oder mittels Uberlebenskurven dargestellt. Die Daten
wurden zunachst auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk Test gepruft. Der Vergleich von
TumorgrofRe, Tumorgewicht und Lungenmetastasen zwischen den Geschlechtern erfolgte bei
Annahme der Normalverteilung mittels ungepaarten T-Test beziehungsweise Mann Whitney
Test. Dabei wurde p < 0,05 als signifikant erachtet. Unterschiede bei den Uberlebenskurven
wurden mittels Log-rank Test quantifiziert. Die Daten der Abbildungen 6 - 8 wurden als Box-
Plot-Diagramm mit Median + 95 % Konfidenzintervall visualisiert. Der Geschlechtervergleich
erfolgte mittels TWO-Way-ANOVA, gefolgt von einem Dunnett-Test zum pra-Wert-Vergleich
und einem Tukey-Test zur Unterschiedserfassung zwischen den Tiermodellen. Eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Weitere Unterscheidun-

gen hinsichtlich des Signifikanzniveaus wurden nicht vorgenommen.

Mittels RELSA Algorithmus konnte der individuelle maximale Schweregrad eines Tieres Uber
den gesamten experimentellen Zeitraum ermittelt werden. Hiertber wurde der Schweregrad
der verschiedenen Tiermodelle (Abb. 9) verglichen und der belastungsabhangige Geschlech-
tervergleich innerhalb jedes Tiermodells (Abb. 10) durchgeflihrt. Der RELSA wurden mit dem
RELSA R-package (https://talbotsr.com/RELSA/index.html) von unserem Kooperationspartner
Steven R. Talbot (Medizinische Hochschule Hannover) durchgefihrt. Fir den RELSA wurden
die Variablen Koérpergewicht, Buddeln und Gesundheitsscore, zu den Zeitpunkten vor und
nach der Intervention sowie in der friihen, mittleren und spaten Phase der Tumorprogression,
verwendet. Diese Input-Variablen wurden gegen einen Referenzdatensatz zur Transmitterim-
plantation in Mausen von einer vorherigen Studie gewichtet (Kumstel et al. 2020a; Talbot et
al. 2023). Der Zeitpunkt mit der hdchsten Belastung eines Tieres im Experiment wurde als
RELSAmax berechnet. Die RELSAnax Werte innerhalb eines Tiermodells wurden 10.000-fach
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gebootstrappt und die Daten als Median und 95 % Konfidenzintervallen dargestellt. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den Tiermodellen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test und ge-

schlechterspezifische Unterschiede mittels ANOVA bestimmt.

Die Aussagekraft der einzelnen Belastungsparameter wurde hinsichtlich der Prognose eines
frihen humanen Endpunktes flr die unterschiedlichen Tiermodelle (Abb. 11) mittels Grenz-
wertoptimierungskurve (ROC) berechnet. Diese stellt die relative Haufigkeitsverteilung der
Sensitivitdt und Spezifitédt der einzelnen Parameter dar. Hierfur wurden die Tage vor bezie-
hungsweise am humanen Endpunkt mit den Pra-Werten der einzelnen Parameter vor Inter-
vention verglichen. Bei der ROC-Analyse wird auf die X-Achse die falsch-positiv Rate und auf
die Y-Achse die richtig-positiv Rate aufgetragen und anschliel’end die Area under the Curve
(AUC) berechnet. Die Flache der AUC spiegelt die Leistungsfahigkeit des Parameters wider,

zwischen gesundem und krankem Tier zu unterscheiden.
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ERGEBNISSE

VL. ERGEBNISSE

6.1 GESCHLECHTERVERGLEICH BEI DER TUMORPROGRESSION

6.1.1 ORTHOTOPES TIERMODELL

Die orthotope Tumorzellinjektion flihrte zu einer einhundertprozentigen Anwachsrate von Pan-
kreastumoren bei allen Tieren. Die durchschnittliche Uberlebenszeit bis zum Erreichen des
hEP, entsprechend den Abbruchkriterien im Score-Sheet (Tab. 2) betrug 46,6 Tage. Dabei
erreichten die weiblichen Tiere eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 50 Tagen und die
mannlichen Tiere eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 42,3 Tagen, wobei die unter-
schiedliche durchschnittliche Uberlebenszeit nicht signifikant war (Abb. 3A). Das mittlere Tu-
morgewicht zum individuellen hEP betrug 736 mg, wobei die weiblichen Tiere im Vergleich zu
den mannlichen Tieren mit 923,6 mg zu 501,5 mg ein signifikant groReres Tumorgewicht auf-
wiesen (Abb. 3B). Dennoch ergab die zeitgleiche Quantifizierung des metabolischen Tumor-
volumes (30 % der hottest Voxel) bei beiden Geschlechtern, mittels PET-CT und dem Tracer
"8F-FDG zum mittleren und spéaten Zeitpunkt der Tumorprogression, keinen signifikanten Un-
terschied (Abb. 3C, Abb. 3D).

0 T T
0 20 40 60
Tage nach Tumorzellinjektion Geschlecht

£
E 200
__ 100 -9 A ° d
S | e 5 g g 150 o
Q = c
e = 100
5 3 E
[} L 'S = -‘7
c 2 S 50
2 50 g s -
% E g [ o P ST
3 2 g
= F 2
3.
=
(7]
=

T T
18-22 31-36

Tage nach Tumorzellinjektion

Abb. 3.: Geschlechtervergleich zur Tumorprogression im orthotopen Mausmodell. Quantifizie-
rung der Uberlebensrate nach Tagen der Tumorzellinjektion (A). Darstellung der Tumorlast
tiber das Tumorgewicht zum Endzeitpunkt (B) und das metabolische Tumorvolumen 30 % zu
zwei Messzeitpunkten (C), ermittelt durch "®F-FDG Bildgebung im PET-CT (D). Geschlechter-
spezifische Unterschiede beim Tumorgewicht wurden mittels ungepaarten T-Test bestimmt
(p<0.05,n=3-5).
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6.1.2 SUBKUTANES TIERMODELL

Bei allen untersuchten Mausen sind jeweils zwei Tumore (einer in jeder Flanke) angewachsen.
Die durchschnittliche Uberlebenszeit bis zum Erreichen des hEP betrug laut Score-Sheet Kiri-
terien (Tab. 2) 63,8 Tage. Dabei erreichten die weiblichen Tiere eine durchschnittliche Uber-
lebenszeit von 63 Tagen und die mannlichen Tiere eine durchschnittliche Uberlebenszeit von
64,8 Tagen (Abb. 4A). Zwischen den Geschlechtern gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Tumorprogression ermittelt Gber das gemittelte Tumorvolumen (Abb. 4B) und
dem Tumorgewicht zum individuellen Endzeitpunkt (Abb. 4C). Das mittlere Tumorgewicht zum
individuellen humanen Endpunkt ergab 290,8 mg, das mittlere Tumorgewicht bei den Mann-
chen betrug 346,1 mg und bei den Weibchen 246,6 mg (Abb. 4C). Die Tiere wurden alle auf-
grund einer leichten Tumorulzeration zwischen den Tagen 51 und 77 schmerzfrei euthanasiert
(Abb. 4D). Dabei zeigten diese ein vermehrtes Kratzen des Tumors, waren jedoch in lhrer
Motorik nicht eingeschranki.
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Abb. 4.: Geschlechtervergleich zur Tumorprogression im subkutanen Tiermodell. Darstellung
der Uberlebensrate (A), des Tumorvolumens (iber den Zeitraum der Tumorprogression (B)
sowie die Gewichte beider subkutaner Flankentumore zum Endzeitpunkt (C) in mé&nnlichen
und weiblichen Mé&usen. Beispielbild eines ulzerierten, subkutanen Tumors bei der Maus, als
direktes Abbruchkriterium (D) (n = 4 - 5 Mause; n = 8 - 10 Tumore).
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6.1.3 INTRAVENOSES TIERMODELL

Die intravendse Injektion der Tumorzellen fihrte bei allen Mausen zu einer Tumorzellkoloni-
sierung in der Lunge. Die durchschnittliche Uberlebenszeit bis zum Erreichen des hEP betrug
63,3 Tage. Dabei erreichten die weiblichen Tiere eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 55
Tagen und die mannlichen Tiere von 68,5 Tagen (Abb. 5A). Zwischen Mannchen und Weib-
chen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei der Quantifizierung von Metastasen in
der Lunge. Das Verhaltnis von Lungen- zu Korpergewicht war im Vergleich zu gesunden Tie-
ren deutlich hdher, wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern
zeigte (Abb. 5B). Die Anzahl der gezahlten Metastasen ergab im Durchschnitt 3,4 pro Schnitt,
bei den Mannchen 3,8 und bei den Weibchen 2,8 (Abb. 5C). Die Flache der Metastasen ver-
hielt sich analog und erreichte 3,15 x 107 um?, wobei die mannlichen Tieren 4,35 x 107 ym? im
Vergleich zu den weiblichen Tieren mit 1,55 x 10" um? eine groRere Metastasenflache aufwies
(Abb. 5D). Die Metastasen wurden am histologisch aufgearbeiteten und gefarbten Praparat
ausgewertet. (Abb. 5E).

H
8
Q 1o

50

Uberlebensrate [%]

Anzahl der Metastasen / Schnitt

T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tage nach Tumorzellinjektion

Verhaltnis Lungen-/ Kérpergewicht
Flache der Metastasen / Schnitt [um?]
»

s

2 td
Geschlecht Geschlecht Geschlecht

Abb. 5.: Geschlechtervergleich zur Tumorprogression im intravenésen Mausmodell. Quantifi-
zierung der Uberlebensrate (A), Darstellung der Metastasenlast durch das Verhéltnis Lungen-
gewicht zu Kérpergewicht (B, grauer Bereich zeigt den durchschnittlichen Lungen-/Kérperge-
wichtsindex von gesunden Mé&usen), die Anzahl der Metastasen (C) sowie die Fldache der Me-

tastasen (D) pro Hamatoxylin-Eosin geféarbten Lungenschnitt (E) werden dargestellt (n = 3 - 4).
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6.2 TIERMODELLE IM VERGLEICH

6.2.1 POSTOPERATIVE PHASE

Die Belastungsparameter wurden auf geschlechtsspezifische Unterschiede wahrend der Tage
vor und nach Tumorzellinjektion untersucht. An wenigen Zeitpunkten (7 von 120) zeigten sich
signifikante Unterschiede bei den Parametern perianale Temperatur, Buddelverhalten und
FCM (Tab. 3, Tab. 4, Tab. 5). Aufgrund der geringen Anzahl an signifikanten Unterschieden
wurden die Daten von Mannchen und Weibchen bei den folgenden Analysen zusammenge-

fasst.

Praoperativ war die Kérpergewichtsanderung der Tiere flr das intravenése Modell signifikant
héher im Vergleich zum orthotopen Tiermodell. Am Tag der Intervention kam es bei dem or-
thotopen Tiermodell zu einer signifikanten Reduktion des Kérpergewichtes. Diese Korperge-
wichtsanderung war im Vergleich zu den anderen beiden Modellen nach der Operation signi-
fikant reduziert. Am ersten postinterventionellen Tag wurde zusatzlich eine signifikante Reduk-
tion gegenuber des subkutanen Tiermodells quantifiziert. Drei Tage nach Tumorzellinjektion
wiesen die Tiere des intravendsen Modells eine signifikant hdhere Kérpergewichtsanderung
im Vergleich zum orthotopen Modell auf (Abb. 6A). Der Gesundheitsscore war bei den Tieren
direkt nach der orthotopen und subkutanen Tumorzellinjektion leicht erhdht. Hier zeigten zwei
Tiere des orthotopen und ein Tier des subkutanen Modells von insgesamt 26 Versuchstieren
gestraubtes Fell und zwei weitere orthotope Tiere eine Gewichtsreduktion zum Ausgangskor-
pergewicht von > 10 %. (Abb. 6B). Am ersten postinterventionellen Tag war die perianale
Temperatur bei Mausen vom intravendsen Modell mit 29,8 °C im Vergleich zum subkutanen
Tiermodell mit 30,6 °C signifikant verringert (Abb. 6C). Es konnten keine signifikanten Ande-
rungen der Nestbauaktivitdt nach der Tumorzellinjektion quantifiziert werden (Abb. 6D). Die
gebuddelte Menge an Pellets nach zwei Stunden war bei den Tieren im orthotopen Modell mit
68,8 g signifikant reduziert zum Ausgangswert und signifikant reduziert im Vergleich zum sub-
kutanen Tiermodell mit 150,4 g gebuddelten Pellets. Die Tiere im intravendsen Modell zeigten
signifikant reduziertes Buddelverhalten zum Ausgangswert an den postoperativen Tagen zwei
und drei (Abb. 6E). Bei der Buddelaktivitat Gber Nacht zeigten die Mause in allen Modellen
eine hohe Buddelaktivitat, jedoch konnte eine signifikante Reduktion beim intravendsen Tier-
modell an Tag drei im Vergleich zum Ausgangswert und im Vergleich zum orthotopen Modell
quantifiziert werden (Abb. 6F). Der MGS-Score war am Tag der Intervention beim orthotopen
Tiermodell leicht erhdht, es konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mo-
dellen oder zum Ausgangswert nachgewiesen werden (Abb. 6G). Die FCM waren bei den

Tieren im orthotopen Modell am Tag der Operation und am ersten Erholungstag signifikant
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erhoht im Vergleich zum Ausgangswert und bei den Tieren im subkutanen Modell konnte eine
signifikante Erhéhung der FCM am ersten postoperativen Tag im Vergleich zum Ausgangswert
quantifiziert werden (Abb. 6H).
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Abb. 6.: Quantifizierung der Belastungsparameter vor und nach orthotoper, subkutaner und
intravenéser Tumorzellinjektion. Die Parameter Kérpergewichtsénderung (A), Gesundheits-
score (B), perianale Temperatur (C), Nesting-Score (D), Buddelverhalten nach zwei Stunden
(E) und tber Nacht (F), Mouse Grimace Scale (G) und Kortikosteronmetabolite im Kot (H)
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wurden an gesunden Méausen vor der Operation (prd), am Tag nach der Intervention (0) und
an den post-operativen Tagen (1 - 3) erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-
Way-ANOVA, gefolgt von einem Dunnett-Test zum prad-Wert-Vergleich und einem Tukey-Test
zur Unterschiedserfassung zwischen den Modellen (*p < 0.05, signifikante Unterschiede zu
den pra-Werten und innerhalb jedes Modells a: orthotop (n = 5 - 9); b: subkutan (n=7-9), c:

intravends (n = 6 — 8)).

6.2.2 TUMORPROGRESSION

Die Belastungsparameter wurden wahrend der Tumorprogression zu einem friihen, mittleren
und spaten Zeitpunkt erhoben. Zum mittleren Zeitpunkt stellte sich ein signifikanter Anstieg
des Korpergewichts im intravendsen Tiermodell im Vergleich zum Referenzwert sowie zum
orthotopen Tiermodell dar. In der spaten Phase kam es zudem zu einer signifikanten Korper-
gewichtszunahme beim subkutanem Tiermodell (Abb. 7A). Beim Gesundheitsscore wurde
Uber alle Modelle hinweg ein konstanter Wert von null beobachtet (Abb. 7B). Auch bei der
mittleren perianalen Temperatur konnten keine signifikanten Anderungen wahrend der Tumor-
progression quantifiziert werden (Abb. 7C). Die Mause des subkutanen Modells zeigten eine
signifikant reduzierte Nestbauaktivitat mit einem durchschnittlichen Score von 3,7 in der spaten
Phase (Abb. 7D). Dagegen konnte eine signifikante Zunahme der Buddelaktivitat nach zwei
Stunden beim gleichen Modell in der mittleren und in der spaten Tumorprogressionsphase auf
187,7 g beziehungsweise 196,7 g gebuddelten Pellets verzeichnet werden (Abb. 7E). Die
Buddelaktivitat Gber Nacht war in allem Modellen konstant hoch wahrend der Tumorprogres-
sion (Abb. 7F). In der Pra-Phase konnte eine signifikant héhere FCM-Konzentration beim in-
travendsen Tiermodell im Durchschnitt von 116,2 ng/50mg im Vergleich zum orthotopen Tier-
modell mit 66,8 ng/50mg nachgewiesen werden (Abb. 7G). Keine signifikanten Anderungen
wurden bei der Kortikosteron-Konzentration des Plasmas sowie beim MGS-Score nachgewie-
sen (Abb. 7H, Abb. 7I).
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orthotopen, subkutanen und intravenésen Mausmodell. Verdnderung des Kérpergewichtes
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(A), Gesundheitsscore (B), perianale Temperatur (C), Nesting-Score (D), Buddelverhalten
nach zwei Stunden (E) und liber Nacht (F), Kortikosteronmetabolite im Kot (G), Plasmakon-
zentration von Kortikosteron (H) und der Mouse Grimace Scale (I) wurden vor jeglicher Inter-
vention (prd) und wéhrend der friihen, mittleren und spéten Tumorprogressionsphase erfasst.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (A, C-F) oder einem gemischten
Modell (B, G-I), gefolgt von einem Dunnett-Test zum pré-Wert-Vergleich und einem Tukey-
Test zur Unterschiedserfassung zwischen den Modellen (*p < 0.05, signifikante Unterschiede
zu den préa-Werten und innerhalb jedes Modells a: orthotop (n = 4 - 9); b: subkutan (n =7 - 9),

c: intravends (n = 6 - 8)).

6.2.3 HUMANE ENDPUNKTE

Beim Vergleich der Pra-Werte zeigte das orthotope Tiermodell ein signifikant niedrigeres Kor-
pergewicht im Vergleich zum intravendsen Tiermodell. Drei Tage vor dem humanen Endpunkt
war die Korpergewichtsanderung des orthotopen Modells im Vergleich der beiden anderen
Tiermodellen weiterhin signifikant verringert. Am Tag vor dem humanen Endpunkt und am Tag
selbst, verringerte sich das Kérpergewicht der Mause im orthotopen Modell nochmals signifi-
kant im Vergleich zum Ausgangswert und war am Tag des hEPs auch im Vergleich zum sub-
kutanem Tiermodell signifikant niedriger (Abb. 8A). Der Gesundheitsscore war am Tag des
hEPs beim orthotopen und intravendsen Tiermodell mit einem Durchschnittswert von 9,7 be-
ziehungsweise 7,7 signifikant im Vergleich zum subkutanen Tiermodell mit einem Wert von
4,3 erhoht, da fir die Tiere im orthotopen und intravendsen Modell meist mehrere Kriterien
des Gesundheitsscore nachgewiesen werden konnten. Am Tag des humanen Endpunktes
zeigten alle Tiere im orthotopen Tiermodell eine unnormale Haltung und flnf von neun zusatz-
lich eine Kdrpergewichtsreduktion > 10 % (Abb. 8B). Bereits ein bis zwei Tage vor den huma-
nen Endpunkte konnten im orthotopen Modell fiinf beziehungsweise viermal eine unnormale
Haltung und eine Koérpergewichtsreduktion > 10 % gescort werden. Wahrend fir sechs von
sieben Tiere im subkutanen Modell eine Tumorulzeration am Tag des hEP nachgewiesen
wurde. Bereits einen Tag vor dem hEP konnte beim subkutanen Modell zweimal eine unnor-
male Haltung gescort werden. Am Tag des hEP wurde bei flinf von sieben Tieren des intrave-
nosen Tiermodells eine unnormale Haltung und eine ruckartige Atmung nachgewiesen. Zwei
Tiere zeigten eine starke Korpergewichtsreduktion und veranderte Atmung. Am Tag vor dem
hEP wurde beim intravendsen Tiermodell viermal veranderte Atmung und dreimal eine unnor-
male Haltung gescort (Abb. 8B). Beim intravendsen Tiermodell konnte eine signifikante Ab-
nahme der perianalen Temperatur am hEP von im Durchschnitt 30 °C auf 29 °C nachgewiesen
werden (Abb. 8C). Die Mause in allen Modellen zeigten eine reduzierte Nestbau- und Bud-
delaktivitdt nach zwei Stunden am Tag vor und am hEP (Abb. 8D, Abb. 8E). Im orthotopen
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Tiermodell konnte eine signifikant reduzierte Buddelaktivitat iber Nacht, am Tag vor und am
Tag des humanen Endpunktes nachgewiesen, werden. Diese war am Tag des humanen End-
punkts signifikant geringer im Vergleich zum subkutanem Tiermodell (Abb. 8F). Eine Erho-
hung des durchschnittlichen MGS-Scores konnte bei allen Modellen zum Tag des humanen
Endpunktes quantifiziert werden (Abb. 8G). Bei Tieren des orthotopen und intravendsen Tier-
modells wurde eine signifikante Erhéhung der Plasmakortikosteron-Konzentration auf im
Durchschnitt 291,4 ng/ml beziehungsweise 219 ng/ml am hEP im Vergleich zum Ausgangs-
wert und im Vergleich zum subkutanem Tiermodell mit einer Konzentration von 59,4 ng/ml
nachgewiesen (Abb. 8H).
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Abb. 8.: Quantifizierung der Belastungsparameter an den Tagen unmittelbar vor und am Tag
des individuellen humanen Endpunktes. Die Verdnderung des Kérpergewichtes (A), und des
Gesundheitsscores (B) wurden an den vier Tagen vor und am humanen Endpunkt (hEP) auf-
gezeichnet und mit dem Pra-Wert (Pra) verglichen. Die perianale Temperatur (C), der Nesting-
Score (D), Buddelverhalten nach zwei Stunden (E) sowie liber Nacht (F) wurden an den letzten

beiden Tagen (1, hEP) erhoben. Der Mouse Grimace Scale (G) wurde die letzten drei Tage
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(2, 1, hEP) und die Plasma-Kortikosteron Konzentration (H) wurde am Tag des humanen End-
punktes (hEP) evaluiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (A, B,
H) und dem gemischten Modell (C - G). Zudem wurde ein Dunnett-Test zum pra-Wert-Ver-
gleich und ein Tukey-Test zur Unterschiedserfassung zwischen den Modellen durchgefiihrt.
(*p < 0.05, signifikante Unterschiede zu den pra-Werten und innerhalb jedes Modells a: ortho-
top (n = 3-9); b: subkutan (n=3-7), c: intravenés (n=4-7))

6.3 MULTIVARIANTE ANALYSE

Mit den Input-Variablen Kdérpergewicht, Gesundheitsscore und Buddelverhalten nach zwei
Stunden konnte mittels dem RELSA-Algorithmus der maximale Schweregrad des individuellen
Tieres wahrend der Tumorprogression ermittelt werden. Hierlber lassen sich dann die relati-
ven Schweregrade der verschiedenen Tumormodelle miteinander vergleichen. Dabei stellte
sich heraus, dass die Mause im orthotopen Tiermodell einer signifikant héheren Belastung im
Vergleich zu Mausen im intravendsen sowie subkutanen Tiermodell ausgesetzt waren (Abb.
9A). Fur das subkutane Tiermodell konnte Uber den RELSAmax eine leicht héhere Belastung
im Vergleich zum intraventsen Tiermodell ermittelt werden (Abb. 9A). Der RELSAmax der un-
terschiedlichen Pankreaskarzinom-Modelle konnte dann mit RELSAnax-Werten von anderen
gastrointestinalen Tiermodellen wie einem Modell fir CCls induzierter Leberfibrose, einem
Pankreatitis Modell, einem Gallengangsligaturmodell und einem anderen orthotopen Pankre-
askarzinommodell aus einer vorherigen Studie verglichen werden (Talbot et al. 2023). Der
geringste Schweregrad wurde dabei fir das intravenése und subkutane Tiermodell beobach-
tete, wobei das intravendse Tiermodell signifikant niedrigere RELSAmax-Werte im Vergleich zu
den Krankheitsmodellen fir Leberfibrose, orthotope Pankreaskarzinome, Pankreatitis und
Gallengangsligatur aufwies. Die Tiere im subkutanen Tiermodell zeigten signifikant niedrigere
RELSAmax-Werte im Vergleich zum orthotopen 6606PDA-Zell induziertem Pankreaskarzinom-
modell, dem Pankreatitis Modell und dem Gallengangsligaturmodell (Abb. 9B). Das orthotope
Tiermodell belegte den vierten und damit mittleren Rang unter den sieben Tiermodellen, wobei
fur das Modell der Pankreatitis und das Gallengangsligaturmodell ein signifikant héherer

Schweregrad im Vergleich festgestellt wurde (Abb. 9B).
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Abb. 9.: Vergleich des relativen Schweregrades der Tumormodelle mittels RELSAmax. Quanti-
fizierung der relativen Belastung im intravendsen (PDA i.v.), subkutanen (PDA s.c.) und ortho-
topen (PDA orthotop) Tiermodell unter Verwendung der Panc02-Zellen. Die Beurteilung der
signifikanten Unterschiede wurden mittels Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt (X2 = 14,048,
df = 2, p-Wert = 0,00089) (A). Ein Vergleich der RELSAmn.x Werte erfolgte auch mit anderen
murinen gastrointestinalen Tiermodellen. Hierbei wurden Modelle fiir Leberfibrose, induziert
mit Tetrachlorkohlenstoff (CCls), ein weiteres orthotopes Pankreaskarzinommodell mit
6606PDA-Zellen (PDA orthotop (6606 PDA)), ein Cerulein induziertes Pankreatitis-Modell
(pancreatitis) und ein Gallengangsligaturmodell (BDL) verwendet. Die statistische Analyse er-
folgte mittels Kruskal-Wallis-Test (X2 = 83,345, df =6, p-Wert=<0,0001) (B). PDA ..
(Panc02): n =8, R=0.075, CI95% =[-0.049; 0.199]; PDA s.c. (Panc02): n=9, R=0.177,
Cl95% = [0.060; 0.294]; PDA orthotop (Panc02): n=9, R = 0.440, CI95% = [0.323; 0.557];
CCl4:n = 22, R = 0.401, CI95% = [0.293-0.510]; PDA orthotop (6606PDA): n = 26, R = 0.698,
Cl95% = [0.507; 0.706]; Pankreatitis: n = 16; R = 0.698, CI95% = [0.571; 0.825]; BDL: n = 30,
R =1.102, CI95% = [1.009; 1.194]. Die individuellen RELSA.x Werte werden in den Diagram-
men als Mediane mit dem 95%-Konfidenzintervall gezeigt. Bootstrapping erfolgte zur Schét-
zung der Mediationseffekte. Signifikante Unterschiede werden durch A: *p <0.05 und
**0<0.01; B: *p<0.05 *p<0.05 zu a (PDA i.v.), b (PDA s.c.), ¢ (CCl4), d (PDA orthotop
(Panc02)), e (PDA orthotop (6606PDA)), f (pancreatitis) und g (BDL) dargestellt.

Um einen geschlechtsspezifischen Effekt beim RELSAmax zu untersuchen, wurden die REL-
SAmax Werte nach Mannchen und Weibchen getrennt fur die Modelle graphisch dargestellt
(Abb. 10). Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied der RELSAmax Werte zwischen den
Geschlechtern in dem jeweiligen Modell (Abb. 10).
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Abb. 10.: Vergleich der RELSAmax-Werte auf geschlechtsspezifische Unterschiede. Getrennte
graphische Darstellung der RELSAmax Werte von weiblichen (rot) und ménnlichen (blau) Méau-
sen fiir das mittels Panc02-Zellen induzierte intravenése (PDA i.v.), subkutane (PDA s.c.) und
orthotpe (PDA orthotope) Pankreaskarzinommodell. Die Statistik wurde mittels ANOVA durch-
gefihrt. (F(1) = [0.0788], p = 0.3852).

Um zu analysieren, welche der Belastungsparameter besonders gut zur Quantifizierung von
frihen humanen Endpunkten in den Tiermodellen geeignet sind, wurden Grenz-Wert-Optimie-
rung Kurven verwendet. Hierfur wurden die Tage vor beziehungsweise am humanen Endpunkt
mit dem Pra-Werten der einzelnen Parameter verglichen. Daraufhin die falsch-positiv Rate und
die richtig-positiv Rate auf die X- beziehungsweise Y-Achse aufgetragen und anschlieend die
Leistungsfahigkeit der einzelnen Parameter mit Hilfe der AUC errechnet. Die Ergebnisse wur-
den fUr jedes Modell in Form einer Heatmap dargestellt, wobei die Parameter farblich von Griin
mit hoher Vorhersagekraft zu Rot mit niedriger Vorhersagekraft hervorgehoben wurden (Abb.
11). Die Parameter Buddelverhalten nach zwei Stunden und Uber Nacht quantifizierten bei
allen Tiermodellen die héchste Pradiktion zur frihen hEP-Bestimmung mit einer AUC von 1.0
bis zu zwei Tage vorher (Abb. 11). Der MGS-Score zeigte zwei Tage vorm Erreichen des
hEPs eine sehr hohe Trennscharfe zur Unterscheidung von gesunden und kranken Tieren im
intravendsen (AUC = 1.0) und subkutanen Modell (AUC = 1.0 - 0.9), wahrend der Score beim
orthotopen Modell (AUC = 0.8 - 0.7) nicht ganz so pradiktiv war (Abb. 11). Auch die Nestbau-
aktivitat zeigte zwei Tage vor dem hEP eine sehr hohe Trennscharfe beim intravendsen Tier-
modell (AUC = 1.0), wahrend die Aktivitat beim subkutanen (AUC = 0.8) und orthotopen Tier-
modell (AUC = 0.8) weniger pradiktiv war (Abb. 11). Am hEP wies der Gesundheitsscore eine
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hohe Trennscharfe bei allen Tiermodellen (AUC = 1.0), die Kdrpergewichtsanderung beim in-
travendsen (AUC = 0.9) sowie orthotopen Tiermodell (AUC = 0.9) und die perianale Tempera-
tur beim intravendsen Tiermodell (AUC = 0.9) auf (Abb. 11). Hingegen zeigten sich am hEP
die Kérpergewichtsanderung beim subkutanem Tiermodell (AUC = 0.6) und die perianale Tem-
peratur beim subkutanem (AUC = 0.6) sowie orthotopen Tiermodell (AUC = 0.6) als nicht pra-
diktiv (Abb. 11).

orthotop subkutan intravends

1.0 1.0 1.0
d3 06790 0.5000 1.0000 1.0000 0.8125 0.6875 0.5000 d3 0.7344 0.5000 1.0000 d3 40.6735 0.5000

0.9 0.9 0.9
d2 H0.7037 0.6111 1.0000 1.0000 0.8125 0.8438 0.8333 0.8 d2 405859 0.6250 0.9167 1.0000 0.7500 0.8214 1.0000 0.8 d2 406020 0.5714 1.0000 1.0000 1.0000 0.8333 1.0000 0.8
d1 H0.8148 0.7778 1.0000 1.0000 0.8438 0.6250 0.6667 0.7 d1 407109 0.6875 0.9167 1.0000 0.7500 0.6429 0.9167 0.7 d1 407959 0.7143 1.0000 1.0000 0.7813 0.6458 1.0000 0.7

0.6 0.6 0.6

hEP 0.9444 1.0000 0.6094 0.9286 hEP 06172 1.0000 0.6327 0.8571 hEP 08571 1.0000 0.9444 09167
0.5 0.5 0.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
BW DS B2h B17h N T MGS BW DS B2h B17h N T MGS BW DS B2h B17h N T MGS

Abb. 11.: Aussagekraft der Belastungsparameter fiir die Prognose eines friihen humanen End-
punktes in den verschiedenen Tumormodellen. Die Aussagekraft der einzelnen Belastungs-
parameter wurden fiir das orthotope (A), das subkutane (B) und das intravendse Tiermodell
(C) mittels Grenzwertoptimierungskurve (ROC) berechnet, indem die Tage vor/am humanen
Endpunkt mit dem Tag vor der Intervention (pré) verglichen wurden (Werte < 0.5, schlechte
Prognose fiir hEP; Werte = 1.0 gute Préadiktion flir den hEP). BW: Kérpergewichtsdnderung;
DS: Gesundheitsscore; B2h: Buddeln nach zwei Stunden; B17h: Buddeln (ber Nacht; N:

Nesting Score; T: perianale Temperatur; MGS: Mouse Grimace Scale.
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VII. DISKUSSION

71 EVIDENZ-BASIERTE BELASTUNGSANALYSE VON PDA-MODELLEN

7.1.1 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Mittels datenbasierter Belastungsbeurteilung bei verschiedenen Pankreaskarzinom-Modellen
und multivariater Analyse Uber den RELSA-Algorithmus konnte gezeigt werden, dass die Be-
lastung des orthotopen Tiermodells mit einer signifikant héheren Belastung im Vergleich zum
subkutanen oder intravenésen Modell einhergeht (Abb. 9). Ebenso konnte herausgefunden
werden, dass sich insbesondere der Belastungsparameter Buddelverhalten sowohl nach zwei
Stunden wie auch Uber Nacht modellibergreifend als frihes humanes Endpunktkriterium, 24

bis 48 Stunden vor dem Erreichen der humanen Abbruchkriterien, eignet (Abb. 11).

7.1.2 DATENBASIERTE SCHWEREGRADE

Es ist wichtig eine datenbasierte Belastungseinschatzung bei Mausen durchzuflihren, da die
Beurteilung von aufRen durch die naturliche Unterdriickung von SchmerzaulRerungen der Beu-
tetiere schwierig ist und eine rein subjektive Beurteilung, wie es durch Einschatzung mit Score-
Sheets im Rahmen von Tierversuchen durchgefuhrt wird, von dem jeweiligen Beobachter an-
hangig ist (Morton und Griffiths 1985). Objektiv l1asst sich der Gesundheitszustand von Mausen
durch verschiedene physiologische, hormonelle und Verhaltensparametern quantifizieren
(Smith et al. 2018; Hawkins et al. 2011). Direkt messbare und objektive Indikatoren liefern
dabei klare Indizien flr das Wohlergehen, wobei der kérperliche Zustand am einfachsten durch
allgemeine Parameter, wie Korpergewicht, Kérpertemperatur, Futter- und Wasseraufnahme,
zu bestimmen ist, sich anschlielend projektspezifisch durch laborchemische oder psychologi-
sche Parameter erganzen und schlussendlich zusammen mit Verhaltens- und Aktivitatspara-
metern zur Beurteilung der Belastungssituation zusammenfigen lasst (Hawkins et al. 2011;
Morton und Griffiths 1985). Der MGS eignet sich als Parameter fir die postoperative Schmerz-
beurteilung bei Nagetieren (Aulehner et al. 2022) und die Kombination aus Kérpertemperatur
und Gewichtsveranderung zur pradiktiven Erkennung humaner Endpunkte (Jesus et al. 2023;
Hankenson et al. 2013; Ray et al. 2010). In einer Studie zur Sepsis zeigte sich bei der Belas-
tungsbeurteilung, dass die Temperaturregulation der Mause bis zu 23 Tage nach Induktion

durch eine niedrigere Amplitude im Tagesverlauf gekennzeichnet ist und dass das Kdorperge-
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wicht in dieser Zeit abfallt (Granger et al. 2013). Auch die Verhaltensparameter Nestbauaktivi-
tat und Buddelaktivitdt kdnnen als sensitiver Marker fur Stress oder Schmerzen und damit
einer Reduktion des Wohlergehen des Tieres genutzt werden (Talbot et al. 2022; Jirkof 2014).
Dies konnte bereits fiir verschiede gastrointestinale Krankheitsmodelle oder flir ein Modell zur
Depression gezeigt werden (Talbot et al. 2023; Mallien et al. 2022). Zur Messung der Stress-
reaktion eignet sich auch die Bestimmung der Kortikosteronmetabolite im Kot der Mause, wie
es bereits bei verschiedenen Modellen zur partiellen Hepatektomie, Laparotomie oder bei

Krampfanfallen gezeigt wurde (Boldt et al. 2021; Zieglowski et al. 2021).

In der Literatur wird darauf hingedeutet, dass die Erhebung einzelner Parameter nicht aus-
reicht, um die multifaktorielle Stressantwort bei Nagetieren zu erfassen und eine detaillierte
Belastungseinschatzung von verschiedene Modelle zu erméglichen (Keubler et al. 2020).
Auch der Bias bei der Erhebung einzelner Parameter ist zu beriicksichtigen, so scheint der
MGS durch biologische Variationen, wie Geschlecht oder durch die Konstanz sowie der Ge-
Ubtheit des Beobachters, beeinflusst zu werden (Whittaker et al. 2021). In der Regel wird eine
Kdrpergewichtsreduktion > 20 % mit schwerem Leiden der Tiere assoziiert, jedoch zeigten
Versuchstiere nach der Induktion eines chronischen Diabetes oder einer akuten Kolitis mehr
als 20 % Korpergewichtsreduktion ohne weitere Anzeichen gréRerer Not (Talbot et al. 2020).
Bei dem von uns verwendeten C57BL/6J-Mausestamm ist eine positive Korrelation junger Er-
wachsener Mause zwischen Kdrpergewicht und Kérpertemperatur sowie eine negative Korre-
lation zwischen Kérpertemperatur und Alter bekannt, sodass eine Beeinflussung durch das
Korpergewicht und dem Alter nicht ausgeschlossen werden kann (Talan 1984). Auch eine
hohe Nestbauaktivitat kann die Kérpertemperatur erhéhen, da gut gebaute Nester isolierender
wirken und somit die Abgabe von Strahlungswarme minimieren (Gaskill et al. 2013). Der Ge-
sundheitsscore zeigt Anfalligkeit bei Veranderung des experimentellen Designs (Talbot et al.
2023) und Verhaltensparameter wie Nestbauaktivitat und Buddelaktivitat unterliegen naturli-
chen taglichen Schwankungen, lokalen Einflissen und der Notwendigkeit einer ausreichend
langen Lernphase (Jirkof et al. 2020; Schwabe et al. 2020). Die Ausschittung von Kortikoste-
ron erfolgt pulsatil, abhangig von Tages- oder Saisonrhythmen, Umweltfaktoren, Alter sowie
physiologischem Zustand und wird dabei nicht nur bei Stress-, Angst- und Schmerzreaktionen,
sondern auch bei Vergntigen, Aufregung und Erregung ausgeschittet und ist damit nicht nur
Stress-spezifisch (Morméde et al. 2007; Ralph und Tilbrook 2016). Die Aussagekraft einzelner
Belastungsparameter, wie Korpergewicht oder Gesundheitsscore, ist modellabhangig, auch
wenn sich die meisten Parameter widerstandfahig gegenuber leichten Abweichungen im ex-

perimentellem Design zeigen (Talbot et al. 2023).
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Dass die Sensitivitat der Belastungsparameter auch abhangig vom jeweiligen Tiermodell ist,
zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. So reduzierte sich am hEP das Kérpergewicht und
die Buddelaktivitat iber Nacht nur beim orthotopen Tiermodell signifikant (Abb. 8). Beim intra-
vendsen Tiermodell kam es hingegen zu einer signifikanten Reduktion der Kérpertemperatur
(Abb. 8). Auch die Kortikosteron-Konzentration im Plasma und der Gesundheitsscore erhdh-
ten sich signifikant fir das orthotope und intravendse Tiermodell, nicht aber beim subkutanem
Tiermodell (Abb. 8). Beim Gesundheitsscore konnte man zudem eine hohe Intervariabilitat in
den gescorten Kategorien erkennen (Abb. 8). So wurde beim orthotopen Modell am haufigsten
die unnormale Haltung, beim intravendsen die veranderte Atmung und beim subkutanen die

Tumorulzeration in Kombination mit der unnormalen Haltung gescort (Tab. 2).

Um die Komplexitat der Belastung aussagekraftig darzustellen und datenbasiert zu verglei-
chen, werden mehrere Belastungsparameter benétigt (Keubler et al. 2020; Zechner et al.
2022). Die Aussagekraft durch Kombination mehrerer Parameter, in Bezug auf die Belastungs-
analyse, lasst sich durch binare logistische Regression und anschliefender ROC-Analyse
analysieren und modelliibergreifend vergleichen. Auf diese Weise konnte gezeigt werden,
dass beispielsweise eine Kombination aus Korpergewichtsanderung, Nestbauaktivitat, Bud-
delaktivitdt und FCM genauer zwischen gesunden und kranken Mausen unterscheiden kann
(AUC =0.98), als die einzelnen Parameter selbst (AUC = 0.7 - 0.91) (Abdelrahman et al.
2019). Mittels Youden-Index konnte die Schwere der Belastung anhand der vier Parameter bei
einem Modell zur chronischen Pankreatitis und einem Modell der Laparotomie direkt vergli-
chen werden (Abdelrahman et al. 2019). In einer anderen Studie konnte bestatigt werden,
dass durch Kombination von FCM und Buddelverhalten mittels multivariater logistischer Re-
gression, Nebenwirkungen von neuen Pharmaka in préklinischen Studien quantifiziert werden
konnen (Kumstel et al. 2020b). Eine weitere Moglichkeit der multivariaten Belastungsanalyse
stellt das Clustering von Daten dar. In einer Studie konnten mit den Parametern Laufrad-Akti-
vitat und Korpergewichtsanderung unter Verwendung des k-Mean-Algorithmus unterschiedli-
che Schweregrade fiir Mausmodelle in einen Dextransulfat-Natrium-induziertem Kolitis Modell
klassifiziert werden und die Validitat anschlieBend in einem Maus Modell fur akuten Zurlck-
haltestress Uberprift werden (Hager et al. 2018). Das gleiche Modell wurde verwendet um die
Belastung einer chemotherapeutischen Behandlung im murinen orthotopen Pankreaskarzi-
nom zu quantifizieren (Weegh et al. 2021). Mit Hilfe von maschinellem Lernen und Support
Vector Machine Klassifizierung ist es mdglich, die Belastung zweier Modelle unter Berticksich-
tigung mehrerer Parameter (Koérpergewicht, Gesundheitsscore, Buddelaktivitat) zu verglei-
chen (Tang et al. 2020). So konnte gezeigt werden, dass ein Gallengangsligaturmodell mit
héherer Belastung flr die Mause einhergeht, als ein durch CCls induzierten Leberschaden

(Tang et al. 2020). Der Einfluss der einzelnen Parameter kann durch die Messung der Varianz
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mittels Hauptkomponentenanalyse bestimmt werden, wodurch Riickschlisse auf das Wohlbe-
finden der Tiere durch das experimentelle Verfahren gezogen werden kann, wie es bereits mit
verschiedenen Verhaltenstests wie soziale Interaktion, Buddelaktivitdt und Nestbauaktivitat
kombiniert mit biochemischer Parameter, beispielsweise Kortikosteronmetabolite, in Nagetier-
Epilepsie-Modellen durchgefuhrt wurde (Mdller et al. 2018; Seiffert et al. 2019). Mit Hilfe des
RELSAmax ist es moglich allgemein anwendbare sensible Parameter zu kombinieren sowie
eine datenbasierte Einstufung der Belastungsschwere durchzufihren, um eine modelliber-
greifende Vergleichbarkeit zu erreichen, wie es bereits bei verschiedenen Modellen zur Colitis,
Sepsis und Depression bei Mausen durchgefiihrt wurde (Talbot et al. 2022; Mallien et al.
2022). Hierfiir werden die Parameter hinsichtlich ihrer maximalen Anderung im Vergleich zum
Referenzwert gewichtet, anschlieRend das mittlere Wurzelmittelquadrat ermittelt und geclus-
tert. Der daraus resultierende RELSAmax-Wert wird 10.000-fach gebootstrappt. Der RELSA er-
moglicht somit als einzige vorgestellte multivariante Analyse einen modellibergreifenden Ver-

gleich des Schweregrades der Belastung (Talbot et al. 2022).

7.1.3 RELSA-ANALYSE

Mit dem RELSAmax lasst sich die Belastung verschiedener Tiermodelle retrospektiv verglei-
chen. Der RELSAmax gibt den maximalen Schweregrad im Laufe eines Experimentes fir jedes
einzelne Tier an und erfiillt somit die Anforderung der EU-Empfehlung zur retrospektiven Zu-
ordnung zu einem Schweregrad (Official Journal of the European Union 2010). Mit dem
RELSAmax konnte datenbasiert evaluiert werden, dass die verwendeten Tumormodelle, ortho-
topes, subkutanes und intravenéses PDA, im Vergleich zu anderen gastrointestinalen Model-
len mit Platz eins, zwei sowie vier eine deutlich geringere Belastung aufweisen, wie zum Bei-
spiel das BDL- oder Pankreatitis-Modell (Abb. 9). Beim Pankreatitismodell konnte ein durch-
schnittlicher Kérpergewichtsverlust von 5,6 + 3,3 % und beim BDL-Modell von 11,4 + 6 % so-
wie ein erhéhter Gesundheitsscore beim BDL-Modell von 6,6 + 2,4 quantifiziert werden (Talbot
et al. 2023). Im Vergleich dazu ist es am Tag der Tumorzellinjektion zur hdchsten durchschnitt-
lichen Kérpergewichtsreduktion im orthotopen Modell von -3,6 £ 2,8 % gekommen (Abb. 6).
Das 6606PDA-Zell induzierte Modell weist eine leicht hdhere, aber nicht signifikantere Belas-
tung im Vergleich zum Panc02-Zell induziertem Modell auf (Abb. 9). Dies kann darauf zurtck-
zuflhren sein, dass beim 6606PDA-Zell-Modell bei einigen Tieren im Vorfeld bereits Trans-
mitter zum radiotelemetrischen Monitoring von EKG, Aktivitat und Kérpertemperatur implan-
tiert wurden und die Tiere mit verschiedenen Therapeutika behandelt wurden (Talbot et al.

2023). Trotz dieser Variation der Daten gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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RELSAmax-Werten der beiden orthotopen PDA-Modelle. Es wird deutlich, dass der RELSA Al-
gorithmus ein sehr robustes Werkzeug zur daten-basierten Belastungseinschatzung ist (Talbot
et al. 2023).

Die europaische Richtlinie zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
fordert die retrospektive Einstufung aller Tiere nach entsprechenden Verfahren in die Schwe-
regrade: gering, mittel oder schwer (Official Journal of the European Union 2010). Eine exakte
Zuteilung der Tiere in diese Schweregrade ist bisher mit dem RELSA nicht mdglich. Hierzu
braucht es einen grolRen standardisierten Referenzdatensatz, in welchem alle Parameter vor-
handen sind und eine eindeutige Zuordnung der Intervention erméglicht wird. Eine grobe Ein-
teilung ist Uber den Referenz-Datensatz der Transmitterimplantation méglich (RELSAmax = 1.0)
(Talbot et al. 2023). Nach europaischer Richtlinie kann ein solches chirurgisches Verfahren
als mittlere Belastung eingestuft werden (Official Journal of the European Union 2010). Die
durchschnittlichen RELSAmax-Werte der PDA-Modelle betrugen beim intravenésen Modell 0,1,
beim subkutanem Modell 0,2 und beim orthotopen Modell 0,4 und kénnen somit in die Schwe-
regrade Gering, bis Mittel eingeordnet werden (Abb. 10). Insbesondere fir das intravendse
Modell steht dies im Widerspruch zur EU-Richtlinie, da in dieser metastasierende Tumormo-
delle und Geschwur-bildende Tumormodelle als Schwer eingestuft werden (Official Journal of
the European Union 2010). Dieser Widerspruch zur Schweregradeinordung der verschiede-
nen Tumormodelle durch den RELSAnax (Abb. 10) zur européischen Richtlinie zeigt die Not-
wendigkeit der Einflihrung einer datenbasierten Belastungseinschatzung zur Optimierung der
Qualitat der in vivo Forschung bei gleichzeitiger Berucksichtigung des Tierschutzes (Bundes-

ministerium fur Justiz 2006).

7.1.4 SCHWEREGRADE DER TUMORMODELLE

Die Mause im orthotopen Tiermodell zeigten eine signifikant hdhere Belastung im Vergleich
zu den Tieren im subkutanen und intravendsen Tumormodell. Dies konnte sowohl beim direk-
ten Vergleich uber die multivariate Datenanalyse mittels RELSAnax, als auch Uber Einzelpara-
meter, wie Kérpergewicht, Gesundheitsscore, Buddelaktivitat und Plasmakortikosteron-Kon-
zentration gezeigt werden (Abb. 6-9). Die hdchste Belastung aller Modelle wurde dabei unmit-
telbar nach der Tumorzellinjektion und insbesondere in der humanen Endpunktphase festge-
stellt (Abb. 6, Abb. 8). In der Tumorprogressionsphase konnten kaum Veranderung der Be-
lastungsparameter nachgewiesen werden (Abb. 7). Am Tag der Tumorzellimplantation konnte
bei den Tieren im orthotopen Tumormodell ein signifikant reduziertes Kérpergewicht, eine ver-
ringerte Buddelaktivitat und eine erhdhte FCM-Konzentration quantifiziert werden (Abb. 6),
hingegen waren keine signifikanten Anderungen dieser Parameter beim subkutanem und in-

travendsen Mausmodell zu verzeichnen (Abb. 6). Am hEP konnte eine signifikante Reduktion
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des Korpergewichtes und der Buddelaktivitat Uber Nacht sowie ein signifikanter Anstieg der
Plasmakortikosteron-Konzentration beim orthotopen Tiermodell und eine signifikante Reduk-
tion der perianalen Temperatur sowie ein signifikanter Anstieg der Plasmakortikosteron-Kon-
zentration beim intravenésen Tiermodell abgebildet werden (Abb. 8). Fir die orthotope Tu-
morzellimplantation ist eine Narkose des Tieres von 20 bis 30 Minuten einschliel3lich Laparo-
tomie notwendig. Die Tumorzellinjektion beim subkutanen und intravendsen Modell dauert hin-
gegen funf bis zehn Minuten. Bereits eine Isofluran-Anasthesie von zehn Minuten Dauer kann
zu einer Erhdhung des MGS-Scores fuhren (Miller et al. 2015). Eine 45-minutige Narkose kann
zusatzlich die Buddelaktivitat und die FCM-Konzentration beeinflussen (Hohlbaum et al. 2017).
Die zusatzliche Belastung durch eine Laparotomie kann zur Reduktion von Verhaltenspara-
meter, wie der Nestbau- und Buddelaktivitat, fihren (Jirkof et al. 2012; Jirkof et al. 2010). Da
die vorherigen Studien mit den gesammelten Daten Ubereinstimmen, lasst sich die erhdhte
Belastung des orthotopen Modells am Tumorimplantationstag am ehesten auf die langere Nar-

kosezeit sowie die zusatzliche Laparotomie zuriickfiihren.

Unter kontinuierlicher Analgesie mit Metamizol konnte wahrend der Tumorprogressionsphase
keine signifikant erhohte Belastung mit den analysierten Parametern quantifiziert werden
(Abb. 7). Die signifikante Zunahme des Korpergewichts beim subkutanem und intravendsen
Tiermodell, lasst sich auf das natlirliche Wachstum der Mause und auf die GréRenprogredienz
der Flankentumore zurlckfihren (Abb. 4), wobei die signifikant erhdhte Buddelaktivitat Gber
den Zeitverlauf eher darauf hindeutet, dass es den Mausen gesundheitlich sehr gut geht (Jirkof
2014). Die Mause waren durch die Tumore weder in ihrer Bewegung eingeschrankt, noch
konnten andere gesundheitseinschrankende Kriterien nachgewiesen werden (Abb. 7). Das
Pankreaskarzinom ist ein hochinvasiver, asymptomatisch wachsender Tumor der zu den am
haufigsten entdecken malignen Tumoren in Autopsie-Studien gehort (Zhao und Liu 2020;
Avgerinos und Bjérnsson 2001; Sens et al. 2009). Das PDA fallt regelmafig erst im Spatsta-
dion auf und ist dann, zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, nicht mehr zu resezieren (80 - 90 %)
(Oberstein und Olive 2013; Lambe et al. 2011; llic und llic 2016). Das asymptomatische
Wachstum beim Menschen deckt sich mit der belastungsfreien Tumorprogressionsphase der

untersuchten Tiermodelle (Abb. 7).

Das intravendse Tiermodell zeigt, bei der Quantifizierung der relativen Belastung im Tiermo-
dellvergleich mittels RELSAmax-Analyse, die geringste Belastung (Abb. 9). Die Hauptbelastung
maligner Lungeninfiltration beim Menschen resultiert aus Sorgen, Nebenwirkungen der Krank-
heitsbehandlung, Atmung, Schmerzen und Schlafstérungen (Zhang et al. 2024). Hiervon wur-

den bei den Mausen die Atmung und die Schmerzen indirekt mittels MGS und den Gesund-
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heitsscore quantifiziert. Diese Parameter zeigten erst einen Anstieg der Belastung in der End-
punktphase. Es ist anzunehmen, dass die Beeintrachtigung durch Metastasen bis zur spaten
Tumorprogressionsphase so gering war, dass es weder zur Quantifizierung von Belastung
noch von gesundheitlichen Einschrankungen gekommen ist (Abb. 7). Eine Studie zum TIMP1-
Mangel konnte eine ausgiebige Metastasierung bereits nach 14 Tagen nachweisen (Hermann
et al. 2021). Aus diesem Grund sollten die erhoben Daten kritisch betrachtet werden und in

zuklnftiger Forschung reevaluiert werden.

In der Versuchsreihe wurde nur eine Zelllinie verwendet. Das mit der Zelllinie Panc02 indu-
zierte Pankreaskarzinom ist in der Lage die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms beim Men-
schen nachzuahmen, wobei die orthotope Injektion erst zur Infiltration und Wachstum im Pan-
kreas selbst fuhrt, bevor die Ausbreitung auf andere Gewebe erfolgt (Griffin et al. 2024). Durch
das syngene Modell im immunkompetenten Mausstamm kommt es zur Ausbildung der des-
moplastischen Reaktion (Wood et al. 2022). Die verwendeten Zellen zur Herstellung einer or-
thotopischen Pankreas- oder metastatischen Neoplasie beim Mausmodell waren die Ersten,
die mit einer hohen Anwachsrate der Tumore sowie einer ahnlichen Tumorentwicklung wie
beim Menschen und Uberleben mit vorhersehbaren Ergebnissen einhergingen (Griffin et al.
2024). Dabei zeigte sich, dass das Panc02 induzierte duktale Adenokarzinom hoch wider-
standfahig gegen jede bekannte Klasse klinisch aktiver Antitumormittel ist (Priebe et al. 1992).
Die C57BL/6J Maus, welche wir verwendeten, urspriinglich aus dem Jackson Laboratory ist
und zu den am haufigsten verwendeten Inzuchtstdmmen in der Forschung gehért (Mekada et
al. 2009). Ein Vorteil der Inzucht ist die genetische Ahnlichkeit, sodass phéanotypische Unter-
schiede zwischen den Individuen minimal bleiben (Silva et al. 1997). Bei umfangreich sequen-
ziertem Genom (Waterston et al. 2002), konnte bei elf leicht verfigbaren Inzuchtstdmmen, zu
denen auch die C57BL/6J-Maus gehort, eine mafige bis hohe Vererbbarkeit der thermischen,
mechanischen, chemischen und neuropathischen Nozizeption nachgewiesen werden (Mogil
et al. 1999). Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede in Bezug
auf die Belastung der Tiere innerhalb der einzelnen Tumormodellen feststellen (Abb. 10), ob-
wohl es bekannt ist, dass weibliche Krebspatienten eine héhere Belastungsreaktion im Ge-
gensatz zu mannlichen zeigen (Carlson et al. 2019; Linden et al. 2012). Mannliche BALB/c-
Mause zeigten in einem Modell zum kolorektalen Karzinom eine signifikant haufigere Bildung
von Metastasen (Sorski et al. 2014), hingegen zeigten weibliche C57BL/6-Mause beim B16-
Melanom und weibliche BALB/c-Mause beim 4T-1-dreifach negative-Brustkrebs ein deutlich
schnelleres Tumorwachstum (Thompson et al. 2017) und auch bei mannlichen C57BL/6J-
Mausen in einem PDA-Modell infiltrierten CD8-positive Zellen weniger in den Tumor, die Tu-
more wurden groBer, es zeigten sich vermehrt Lungenmetastasen, die Uberlebenswahr-

scheinlichkeit war geringer und das Ansprechen von Therapeutika stellte sich effizienter im
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Vergleich zu weiblichen Mausen dar (Schulz et al. 2024). Aus diesem Grund bleibt es trotz
unserer Ergebnisse wichtig, geschlechtsspezifische Unterschiede fir andere Zelllinien und
Mausstamme zu prifen.

7.2  HUMANE ENDPUNKTE VON PDA-MODELLEN

7.21 BELASTUNG WAHREND DER HUMANEN ENDPUNKT-PHASE

Tumorprogression und Metastasierung verursachen gesundheitliche Probleme und flhren so
zu einer starken Belastung in der Phase des frihen humanen Endpunktes, bis zum Erreichen
der entsprechenden Abbruchkriterien (Tab.2). Es ist wichtig die Belastung frihzeitig zu erken-
nen, um die Schmerzen, Leiden, Schaden oder Angste der Versuchstieren auf ein absolutes
Minimum zu reduzieren und so den Vorgaben der EU-Richtlinie gerecht zu werden (Official
Journal of the European Union 2010). Das PDA verlauft im Frihstadium klinisch stumm, so-
dass wesentliche Symptome erst im Spatstadium erkannt werden (Kelsen et al. 1997). Belas-
tungsdaten, die zu diesem Zeitpunkt erhoben wurden, konnten oftmals nur kurzzeitig erfasst
werden. Die Erhebung der humanen Endpunkte startete bei Erreichen eines Kriteriums vom
Score-Sheet, wie beispielsweise gestraubtes Fell, oder eine Kdrpergewichtsreduktion um
mehr als 5 % im Vergleich zum Vortag. Bis zum Erreichen der Abbruchkriterien im Score
Sheet, wie beispielsweise zuckende oder ruckartige Atmung, Tumorulzeration oder 15 % Kor-
pergewichtsreduktion zum Ausgangsgewicht, vergingen meist nur wenige Tage, sodass der
Zeitraum zur Bestimmung der frihen humanen Endpunkte nicht langer als zwei Tage betrug
(Tab. 2).

In der Phase der humanen Endpunkte zeigte sich beim orthotopen Tiermodell die hochste
Belastung, quantifiziert durch eine signifikante Reduktion des Kérpergewichtes und der Bud-
delaktivitat Gber Nacht sowie einen signifikanten Anstieg des Gesundheitsscores und der Plas-
makortikosteron-Konzentration. Dabei waren die Parameter Koérpergewicht und Buddelaktivi-
tat bereits einen Tag vor dem humanen Endpunkt signifikant verringert (Abb. 8). Diese Ergeb-
nisse decken sich mit einer Studie, in welcher die Kombination aus reduziertem Kdrpergewicht
und verminderter Buddelaktivitat in der Lage war, den Sterbezeitpunkt zuverlassig zwei Tage
im Voraus in einem Modell zur Cholestase vorherzusagen (Zhang et al. 2020). In einer ande-
ren Studie zur intrakraniellen Bildung von Gliomen war ein Algorithmus zur Analyse des Kor-
pergewichtes in der Lage 97 % der Endpunkte vorherzusagen (Helgers et al. 2020). Da die
Mause aufgrund von Tumorulzeration beim subkutanem Tiermodell euthanasiert wurden,
zeigte sich das Korpergewicht zum humanen Endpunkt kaum reduziert, obwohl die Tiere an-
sonsten sehr fit waren. Hingegen war das Buddelverhalten bei allen Mausmodellen am Tag

des humanen Endpunktes sehr gering. Bei den subkutanen und intravenésen Modellen war
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diese starke Verringerung durch die geringe N-Zahl und die Berechnung im gemischten Modell

nicht signifikant.

Die Plasmakortikosteron-Konzentration zeigte sich sowohl beim orthotopen wie auch beim in-
travendsen Tiermodell signifikant erhoht am humanen Endpunkt (Abb. 8). In einer Studie, in
welcher unter anderem akute und chronische Stressfaktoren unterschiedlichen Schweregra-
des bei Mausen untersucht wurden, zeigte sich ein Anstieg der Kortikosteron-Konzentration in
Situationen akuter Belastung, wahrend die Messwerte der Konzentration bei wiederholender
Belastung zurtickgingen (Gong et al. 2015). Somit scheint die Plasmakortikosteron-Konzent-
ration ein verlasslicher Indikator akuter Belastung zu sein. In einer vorherigen Studie konnte
die Plasmakortikosteron-Konzentration dafir verwendet werden, um die Belastung fur die In-
duktion unterschiedlicher gastrointestinaler Tiermodelle zu vergleichen (Kumstel et al. 2019).
In dieser konnte man eine deutliche Korrelation zwischen Gesundheitsscore und Kortikoste-
ron-Konzentration im Plasma nachweisen. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich sowohl der
Gesundheitsscore als auch die Kortikosteron-Konzentration im Plasma signifikant beim intra-
vendsen und orthotopen Tumormodell im Vergleich zum subkutanen Modell erhéht (Abb. 8B
und H). Dies deutet darauf hin, dass zum humanen Endpunkt die Belastung im subkutanen
Modell deutlich geringer war als in den anderen Modellen. Da die Daten der humanen End-
punkt-Phase nicht in den RELSA eingegangen sind, kann es durchaus sein das sich die Be-
lastungseinschatzung der einzelnen Modelle in der humanen Endpunktphase andert. Anhand
der vorliegenden Daten ist davon auszugehen, dass das subkutane Modell die geringste Be-
lastung am humanen Endpunkt aufweist, gefolgt vom intravendsen und orthotopen Modell.
Auch wenn sich die Plasmakortikosteron-Konzentration als sehr sensitiver Parameter darstellt,
ist sie als Indikator fur den fruihen humanen Endpunkt ungeeignet, da sie eine Blutentnahme
erfordert und somit mit einer mindestens geringen Belastung fur das Tier einhergeht. Zudem
ist auch die photometrische Messung des Plasmas zeitlich aufwendig. Parameter zur Bestim-

mung des frihen humanen Endpunktes sollten nicht-invasiv und unmittelbar auswertbar sein.

Die mittlere Uberlebenszeit der Tiere des orthotopen Modells mit 46,6 Tage (Abb. 3A) im Ver-
gleich zum subkutanem und intravendsen Tiermodell mit durchschnittlichen 63,8 Tage (Abb.
4A) beziehungsweise 63,3 Tage (Abb. 5A) suggeriert ein schnelleres und aggressiveres Tu-
morwachstum im orthotopen Modell. Dabei waren die haufigsten Abbruchkriterien im orthoto-
pen Tiermodell Kérpergewichtsverlust von mehr als 15 % oder eine unnormale Kdrperhaltung,
beim subkutanem Tiermodell die Tumorulzeration und beim intravendsen Tiermodell eine zu-
ckende oder ruckartige Atmung (Tab. 2). Zum Zeitpunkt der Euthanasie waren die Mause des
subkutanen Modells abgesehen der Tumorulzerationen nach aktiv und zeigten kaum Belas-

tungszeichen (Abb. 8). Die Mause des intravendsen Tiermodells wiesen, ausgenommen von
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der Atmung, kaum andere Auffalligkeiten laut Score-Sheet auf (Tab. 2). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Wahl der frithen humanen Endpunkte und die Definition der Ab-
bruchkriterien tiermodellspezifisch ist. Eine tagliche Gesundheitskontrolle ist deshalb notwen-
dig, um die Belastung in Uberlebensstudien zu Giberwachen und zu reduzieren, damit gleich-
zeitig qualitativ hochwertige Daten gesammelt werden kénnen, um zukinftig die Definition fri-

her humaner Endpunkte weiter zu verfeinern.

7.2.2 KRITERIEN ZUR EVALUATION DES FRUHEN HUMANEN ENDPUNKTES

Desto sensitiver ein Belastungsparameter zur Erkennung der frihen humanen Endpunkte ist,
umso fruher kann eine Belastung nachgewiesen werden. Diese Leistungsfahigkeit der einzel-
nen Parameter zwischen gesundem sowie krankem Tier zu unterscheiden und hinsichtlich der
Prognose friher humaner Endpunkte zu beurteilen, lasst sich mittels Grenzwertoptimierungs-
kurve quantifizieren. Insbesondere Buddelaktivitat Gber Nacht zeigt mit einer AUC von 1,0 in
allen drei Modellen die héchste Trennscharfe. Die Buddelaktivitat nach zwei Stunden ist mit
einer AUC von 0,92 - 1,0 sehr gut geeignet zur humanen Endpunkt-Prognose (Abb. 11). Das
unter anderem Buddelverhalten als Parameter zur Bestimmung humaner Endpunkte verwen-
det werden kann, bestétigt die bereits von Zhang et al. publizierte Studie, in der eine Reduktion
des Buddelverhaltens in Kombination mit einem 10 % reduzierten Kdrpergewicht den huma-
nen Endpunkt von Tieren in einem Gallengangsligaturmodell innerhalb von zwei Tagen prog-
nostizieren konnte (Zhang et al. 2020). Hingegen zeigte sich das Kérpergewicht an den Tagen
vor dem hEP als weniger sensitives Kriterium in allen Modellen (AUC: 0,59 - 0,81). Dies kdnnte
beim subkutanen und intravendsen Modell mit den frihen sehr spezifisch-greifenden Abbruch-
kriterien zusammenhangen. Es kdnnte sein, dass die Zunahme der Tumormasse den Verlust
des allgemeinen Koérpergewichtes maskiert. Ein Hinweis hierauf konnte sein, dass bei einer
Studie zum Peritoneal-Lymphom keine signifikanten Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe beim Gewichtsverlust gefunden wurden (Paster et al. 2009). In anderen End-
punktstudien mit Modellen mit geringerem TumorgroRenwachstum oder aul3erhalb der Tumor-
forschung zeigte sich das Kérpergewicht als geeigneter Paramater zur Bestimmung der hu-
manen Endpunkte. So konnte mit einem Algorithmus zur Analyse des Korpergewichtes in ei-
nem Modell fur intrakranielle Gliome 97 % der Endpunkte vorhergesagt werden und mit ma-
schinellem Lernen konnten bei einem Schlaganfallmodell 93 % beziehungsweise bei einem

Sepsismodell 96 % der Tiere mit einem hohen Todesrisiko 48 sowie 72 Stunden vorher iden-
tifiziert werden (Helgers et al. 2020; Mei et al. 2019). Haufig wird ein Gewichtsverlust von mehr

als 20 % des urspriinglichen Kérpergewichtes als Endpunktentscheidung angenommen. Eine
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vergleichende Studie zeigte, dass in den meisten Experimenten, beispielsweise fur unter-
schiedliche Modelle der Epilepsie, Pankreasresektion und Leberresektion, die Tiere weniger
als 20 % ihres urspringlichen Korpergewichtes verloren hatten oder im Gegensatz, Modelle
zur Induktion von chronischem Diabetes oder akuter Kolitis, kaum anderen Belastungszeichen
aufwiesen, obwohl diese mehr als 20 % Kdrpergewichtsverlust erlitten hatten (Talbot et al.
2020). Eine ausschlieBliche Betrachtung des Abbruchkriteriums Korpergewichtsreduktion um
20 % ist daher nicht ausreichend und sollte deshalb mit zusatzlichen Kriterien kombiniert wer-

den.

Der Gesundheitsscore wies am Tag des humanen Endpunktes eine hohe Trennscharfe fur
alle Tiermodelle auf, da er das ausschlaggebende Kriterium fir die Euthanasie darstellt
(Tab. 2). Dennoch zeigte sich an den zwei Tagen vor dem hEP nur eine sehr geringe pradiktive
Power (AUC: 0.57 - 0.78) fur den Gesundheitsscore (Abb. 11). Ferguson et al. zeigte auf, dass
die in den Gesundheitsscore einflieRenden Parameter Atemzustand, Aktivitdt und Reaktion
auf Reize eine hohe Aussagekraft zur Identifizierung von Mausen bei Sepsismodellen haben,
welche zeitlich unmittelbar spontan versterben werden, wobei diese Parameter eine geringere
Empfindlichkeit und Spezifitat aufwiesen Mause zu erkennen, die irgendwann wahrend des
Versuchszeitrahmens sterben werden (Ferguson et al. 2023). Zudem konnte das analgetische
Regime den klinischen Zustand, Aktivitdt oder Reaktion auf Reize eines Tieres maskieren,
weshalb der Gesundheitsscore mit anderen Parametern kombiniert werden sollte, um die

rechtzeitige Bestimmung der humanen Endpunkte zu gewahrleisten.

Der MGS-Score wies eine geringe bis hohe pradiktive Power (AUC: 0,67 - 1,0) in den Tiermo-
dellen auf. Obwohl die meisten Parameter darauf hindeuten, dass das orthotope Modell mit
der héchsten Belastung fur die Tiere in der humanen Endpunktphase einherging, war der MGS
am wenigsten pradiktiv beim orthotopen Tiermodell. Dies liegt daran, dass zwei Tiere, die sich
bereits in der humanen Endpunktphase befanden, einen MGS-Score von null hatten und
dadurch den gemittelten Score stark senken. Eines der Tiere hat selbst am Tag des humanen
Endpunktes noch einen Score von null, wodurch am hEP keine AUC von 1,0 erzielt werden
kann (Abb. 11). Dies kdnnte ein Hinweis auf ein ausreichendes Refinement durch die analge-
tische Therapie sein. Allerdings ging das orthotope Modell am humanen Endpunkt mit mehr
Schmerzen im Vergleich zu den anderen beiden Modellen einher, welches sich durch die ins-
gesamt hdheren MGS-Werte zeigte (Abb. 8G). Der MGS ist besonders gut geeignet, um akute
postoperative und chronisch neuropathischen Schmerz nachzuweisen (Akintola et al. 2017;
Matsumiya et al. 2012). Eventuell trifft dies fir unterschwellige chronische Schmerzen nicht

zu. Es koénnte auch sein, dass eine Analgesie mit Metamizol am humanen Endpunkt nicht
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mehr ausgereicht hat, beispielsweise wenn der Tumor in den Darm infiltriert oder den Gallen-

gang abdriickt.

Da Belastungssituationen zur Veranderung der Kérpertemperatur fihren kénnen, stellt die
Temperatur in der Literatur eines der wichtigsten Endpunktkriterien dar (Brodkin et al. 2002).
In unserer Versuchsreihe zeigte sich, aul3er beim intraventdsen Tiermodell, eine niedrige Vor-
hersagekraft fir die perianale Temperatur (AUC: 0.63 - 0.84). Dies kdnnte zum Beispiel daran
liegen, dass die Messungen durch die kontaktlosen Infrarot-Thermometer ungenau waren.
Auch kdnnte es sein, dass die subkutanen Tiere zum Zeitpunkt der Euthanasie, durch das
Erreichen des Abbruchkriteriums Tumorulzeration, ansonsten keine Belastung aufwiesen
(Abb. 8). Ein Temperaturabfall ist oftmals erst kurz vor dem humanen Endpunkt zu erheben,
wie es beispielsweise in der Studie von Koch et al. ein bis zwei Tage vorher der Fall war (Koch
et al. 2016).

Das Nestbauverhalten zeigte sich mit einer AUC von 0.75 - 1.0 eher als mittelmaRig pradiktiver
Paramater zur humanen Endpunktbestimmung. Dies lasst sich durch die natlrlichen taglichen
Schwankungen des Verhaltensparameters selbst und durch die notwendige Anpassungs-
phase bis zum optimalen Nestbauverhalten erklaren (Schwabe et al. 2020). Zudem fand Ab-
delrahmen et al. heraus, dass die Sensitivitat der Nestbauaktivitat bei einer Intervention zwi-
schen chronischer Pankreatitis und Laparotomie unterschiedlich ist, sodass eine Kombination

mit anderen Belastungsparametern zu empfehlen ist (Abdelrahman et al. 2019).

Mit der ROC-Kurven Analyse konnten gezeigt werden, dass die Analyse des Buddelverhaltens
(B2h und BUN), sehr gut als Parameter zur frihen humanen Endpunkt Bestimmung in allen
Tiermodellen geeignet ist. Eine Reduktion des Buddelverhaltens im orthotopen Modell, nach
zwei Stunden um 100 % sowie Uber Nacht um 88 %, kann den humanen Endpunkt mit einer
einhundertprozentigen Sensitivitdt und Spezifitdt drei Tage im Voraus vorhersagen. Fir das
intravendse Modell ist eine Prognose mit einer AUC von 0,92 - 1,0 bei einem reduzierten Bud-
delverhalten von 66 % nach zwei Stunden und 54 % Uber Nacht zwei Tage im Voraus maglich.
Mit einer AUC von 1,0 kann der humane Endpunkt zwei Tage im Voraus beim subkutanen
Modell mit einer Reduktion des Buddelverhaltens um 54 % nach zwei Stunden und tUber Nacht
prognostiziert werden. In zuklinftigen Studien kénnten die Mause frihzeitig euthanasiert wer-
den, sobald sich das Buddelverhalten deutlich reduziert, damit eine erhebliche Belastung der
Tiere vermieden wird. Aufgrund der sehr geringen N-Zahl der Tiere, die an den entsprechen-
den Tagen zum humanen Endpunkt evaluiert wurden, ist dieses Ergebnis noch nicht valide
(orthotop N=2-5;s.c. N=2-6;i.v. N=1-4). Die geringe N-Zahl der Tiere insbesondere in

der humanen Endpunktphase ist eine erhebliche Limitation dieser Arbeit.
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Die pradiktive Power der einzelnen Parameter zur frihen humanen Endpunktbestimmung wur-
den mittels ROC-Kurven Analyse bestimmt. Diese Analyse eignet sich sehr gut um damit die
Sensitivitat und Spezifitat der einzelnen Parameter, zur Unterscheidung zwischen gesunden
und kranken Tieren, trotz der geringen N-Zahl, zu ermitteln. Es ware mdglich, dass eine Kom-
bination aus mehreren Parametern ebenfalls sehr gut geeignet ware, um den humanen End-
punkt zu prognostizieren. In einer retrospektiven Studie mit Daten von Balb/CANCrl-Mausen
nach Gallengangsligatur, wurde die Leistung zur frihen humanen Endpunktbestimmung ein-
zelner Score-Sheet Kriterien, Buddel- und Nestbauverhalten sowie die Kombination dieser Pa-
rameter mittels Cox-Proportional-Hazards-Modell gefolgt vom Harrell's C-Index analysiert
(Zhang et al. 2020). Hier konnte festgestellt werden, dass ein Kdrpergewichtsverlust von
10 - 20 %, in Kombination mit einer Verringerung der Buddelaktivitat um mehr als 79,4 %, in
der Lage war, den humanen Endpunkt fir die Tiere zwei Tage im Voraus vorherzusagen
(Zhang et al. 2020). In einer anderen Studie wurde ein Modell mit Hilfe von maschinellem
Lernen unter der Verwendung von Korpergewichtsanderung, Koérpertemperatur und Neuro-
score fur die Endpunktbestimmung in Mausmodellen flir Sepsis und Schlaganfallen entwickelt
(Mei et al. 2019). In dieser Arbeit konnten diese oder andere vergleichbare mathematische
Methoden aufgrund der niedrigen N-Zahl und der wenigen Datenpunkte jedoch nicht verwen-
den. Auch der genutzte RELSAnax eignet sich nicht zur Vorhersage der pradiktiven Power der
einzelnen Belastungsparameter, da er nur den maximalem Schweregrad fir jedes Tier be-
rechnet (Talbot et al. 2023). In der zukinftigen Forschung sollten weitere Daten gesammelt
werden, sodass auch andere mathematische Methoden zur Bestimmung und Validierung fri-

her humaner Endpunkte eingesetzt werden kénnen.

7.3 DIE WAHL DES RICHTIGEN TIERMODELLS

Die untersuchten Tiermodelle weisen in der Tumorprogressionsphase eine unterschiedliche
schwere der Belastung auf, wobei das orthotope Tiermodell im Vergleich zum intravenésen
und subkutanen Tiermodell signifikant héher belastend war (Abb. 10). Abhangig von der For-
schungshypothese kann die richtige Auswahl eines geeigneten Tiermodells zur Reduktion der
Belastung der Tiere beitragen. Subkutane Tiermodelle sind vergleichbar einfach umzusetzen,
gehen mit geringer Belastung einher und kénnen zum Beispiel in der praklinischen Medika-
mentenentwicklung eingesetzt werden, auch wenn sie ein langsameres Tumorwachstum, die
Bildung einer anderen spezifischen Tumormikroumgebung sowie eine andere Beteiligung der
Immunreaktion im Vergleich zum orthotopen Modell aufweisen (Stribbling und Ryan 2022). In

einem zellinduzierten Modell zu Lungenkrebs zeigten sich sogar widersprichliche therapeuti-
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sche Wirkungen, indem eine Behandlung mit Olaparib, Ceralasertib und ionisierender Strah-
lung das Tumorwachstum beim subkutanen Tiermodell verzdgerte, jedoch beim orthotopen
Tiermodell nur eine begrenzte Wirksamkeit mit Anzeichen von Toxizitat aufwies. In einem Mo-
dell zum Brustkrebs zeigten sich je nach Injektionsort unterschiedliche Auspragungen von
Nekrosen und der Vaskularisierung (Cai et al. 2022; Tran Chau et al. 2020). Das subkutane
Tiermodell erlaubt nicht die Betrachtung der Tumorprogression unter orthotopen Gewebebe-
dingungen, da die Wachstumsumgebung des Tumorursprungs nicht genau widergespiegelt
wird (Stribbling und Ryan 2022). Die Verwendung subkutaner Tiermodelle in der Forschung
kann ein erster Schritt sein, um die Belastung der Tiere in in vivo Experimenten gering zu

halten, bevor man stérker belastende orthotope Modelle verwendet.

Die Metastasierung des Primartumors kann durch das intravendse Tiermodell simuliert wer-
den. In einem Modell zu Brustkrebsmetastasen in der Lunge konnte gezeigt werden, dass
nach Schwanzveneninjektion von Tumorzellen die Ausbildung eines Primartumors ausblieb,
hingegen die Zellanreicherung in der gesamten Lunge erfolgte (Rashid et al. 2013). Insbeson-
dere das PDA wird oftmals erst spat diagnostiziert, ist zu diesem Zeitpunkt metastasiert und
chirurgisch nicht kurativ behandelbar (He et al. 2014a). Zur Beseitigung potenzieller Metasta-
sen kommen deshalb Chemotherapeutika zum Einsatz (He et al. 2014b). Das intravenése
Modell ermdglicht die Testung neuer Therapeutika zur Bekdmpfung von Metastasen. Dies
zeigt, dass zur Beantwortung der spezifischen Forschungsfrage die Wahl des Tiermodells ge-

nauso wichtig ist, wie die Berticksichtigung der Belastungsschwere des Tiermodells.
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VII. SCHLUSSFOLGERUNG

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Belastung von verschiedenen
murinen Pankreaskarzinom Modellen mit Hilfe unterschiedlicher Belastungsparameter evi-
denz-basiert quantifizieren lasst. Ein direkter Vergleich dieser multivariaten Belastung wurde
mit dem RELSA-Algorithmus ermdglicht. Hier zeigte sich wahrend der Tumorprogression ein
signifikant hoherer RELSAmnax beim orthotopen Pankreaskarzinom im Vergleich zum subkuta-
nen und intravendsen Modell. Andere gastrointestinale Tiermodelle wiesen eine deutlich ho-
here Belastung im Vergleich zu den PDA-Modellen auf. Trotz der unterschiedlichen Schwere-
grade muss die spezifische Forschungshypothese bei der Wahl des richtigen Tiermodells be-
rucksichtigt werden.

Gleichzeitig konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass die Reduktion von Bud-
delverhalten als pradiktiver humaner Endpunkt in allen untersuchten Pankreasmodellen ver-
wendet werden kann. Durch die Verwendung der Buddelanalyse als frihes humanes End-
punktkriterium, kann eine erhebliche Belastung in zukilnftigen Studien verhindert werden.
Diese Aussage lasst sich jedoch nicht modellibergreifend fur alle onkologischen Tiermodelle
verallgemeinern, sodass die gewahlten Parameter modellspezifisch angepasst werden mus-
sen. Fur eine spezifische Empfehlung bedarf es zusatzlicher Forschung, wodurch es mdglich
wird durch die datenbasierte Analyse das Leid der Tiere standardisiert auf ein Minimum zu
beschranken. Hierflr eignen sich gegebenenfalls andere mathematische Methoden wie ma-
schinelles Lernen, die aufgrund der niedrigen N-Zahlen nicht genutzt werden konnten. Mit Hilfe
weiterer Forschung zur Bestimmung evidenz-basierter friiher humaner Endpunkte sowie der
Auswahl eines geeigneten Tiermodells unter Berlcksichtigung der evidenzbasierten Belas-

tungsschwere, lasst sich das Leid von Labortieren weiter verringern.
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XI. ANHANG

Tabelle 1: Zellinjektion nach Tiermodell

Applikationsart

Konzentration in Zellen / pl

Tragermaterial

Orthotop 1x10%/5 PBS / Matrigel (1:1)
Subkutan 5x10%/100 PBS
Intravenos 1x10%/50 PBS

Tab. 1:Quantitative Darstellung der injizierten Tumorzellkonzentration mit entsprechendem

Trdgermaterial in die verschiedenen Tiermodellen.
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Tabelle 2: Score-Sheet zum Gesundheitsscore

Beobachtungen Score

1. Koérpergewicht

Reduktion zum Ausgangsgewicht:
1a>10% 3
1b > 15% 4

2. Allgemeinzustand

Erscheinungsbild
2a Zahnuberstand, zu lange Zahne 1
2b Fell stumpf, gestraubt oder ungepflegt
2c Augen trub oder zusammengekniffen
2d verklebte Kdrperoffnungen
2e unnormale Haltung
2f Dehydratation

Einschrankungen/ Auffalligkeiten
2g kurze, voribergehende Krampfe oder veranderte Atmung
2h Lahmungserscheinungen, dauerhafte Krampfe
2i untypische Atemgerausche, zuckende/ ruckartige Atmung,
Tier fUhlt sich kalt an
2j Zustand der Kachexie (Body Condition Score von BC 2) 4

WWWNND
Z

A bW

3. Spontanverhalten

3a Tier ist trager / Gberaktiver

3b Ausgepragte Apathie, Hyperkinesie, Isolation
3c Schmerzaulerung

3d Automutilation

A BABADN

4. Fluchtverhalten bei Beriihrung

4a Tier ist etwas trage oder Uberaktiv 2
4b Ausgepragte Apathie, Hyperkinetik 4

5. Verfahrensspezifische Kriterien

5a Wundheilungsstérung
5b Aufbeifden der Nahte 1
5c Lokale Entzindung

5d Aszites

5e rektale Blutung/ Analprolabs

5f Tumorgrofie = 2000 mm?

5g Beeintrachtigung bei der Bewegung durch den Tumor
5h Tumor Ulzeration

5i aufgeblahter Bauch und runde Kérperhaltung

~

-bh-h-h-h-bl\)al\)

Tab. 2: Quantitative Score-Sheet zum Gesundheitsscore. Die einzelnen Parameter zum Kor-
pergewicht, Allgemeinzustand, Spontanverhalten, Fluchtverhalten sowie weitere verfahrens-

spezifische Kriterien werden beurteilt und zu einem Gesamtscore zusammenaddiert.
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Tabelle 3: Operative Phase beim orthotopen Tiermodell

Tage vor/nach Tumorzellinjektion
Parame- | Ge- N- Pra 0 1 2 3
ter schlecht | Zahl
KG Q 5 MW+SD [ -0.472 -4.222 -2.436 0.016 -0.644
2.062 3.659 1.693 1.359 1.546
3 4 MW+SD [ -0.363 -1.123 -3.200 -3.128 -2.685
2174 1.670 0.855 5.431 4.762
DS Q 5 MW+SD | 0.000 0.400 1.000 0.000 0.000
0.000 0.894 2.236 0.000 0.000
) 4 MWzSD | 0.000 0.500 0.000 0.750 0.000
0.000 1.000 0.000 1.500 0.000
pTemp Q 5 MW+SD | 31.120 31.560 31.100* 30.740 30.840
0.716 0.643 0.543 0.623 0.796
) 4 MW+SD [ 30.325 30.200 29,900* 30,225 29,975
0.222 0.812 0.141 0.275 0.411
B2h Q 3 MW+SD [ 135.333 66.667 81.000 133.667 118.667
26.577 34.122 47.697 32.083 65.684
) 3 MWxSD | 181.00 36.000 168.333 126.000 166.000
22.605 51.507 42.525 37.987 24.556
BUN Q 4 MW+SD [ 191.000 168.000 196.250 199.250 198.750
10.424 56.798 6.238 0.957 1.893
) 3 MWzSD ([ 192.000 177.333 195.000 193.667 200.000
13.856 21.595 8.660 10.970 0.000
Nest Q 2 MW+SD | 4.000 2.500 4.000 5.000# 5.000
0.000 0.707 1.414 0.000 1.414
) 3 MWzSD | 5.000 4.000 5.667 4.000 4.333
1.000 2.646 0.577 2.000 2.887
MGS Q 5 MW+SD | 0.000 0.244 -0.080 -0.080 -0.027
0.000 0.356 0.177 0.138 0.135
) 4 MWzSD | 0.000 0.272 0.061 0.011 0.067
0.000 0.175 0.192 0.056 0.077
FCM Q 5 MW+SD | 71.240 130.920 120.180# |[91.440 84.920
20.972 56.008 40.725 26.442 14.801
) 4 MW+SD [ 72.200 153.150 141.025 135.650 86.125
40.260 118.409 58.412 94.551 49.901

Tab. 3: Geschlechtervergleich bei der Belastungseinschétzung wéhrend der operativen Phase

beim orthotopen Tiermodell (#p < 0.05 im Vergleich zum Pra-Wert; *p < 0.05 im Vergleich zum

anderen Geschlecht zum selben Zeitpunkt)
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Tabelle 4: Operative Phase beim subkutanen Tiermodell

Tage vor/nach Tumorzellinjektion
Parame- | Ge- N- Pra 0 1 2 3
ter schlecht | Zahl
KG Q 5 MW+SD | 0.570 1.750 1.712 1.992 2.356
3.265 3.127 3.605 4.400 3.909
) 4 MWzSD | -0.993 -0.575 -0.038 -0.105 -1.810
1.955 1.744 3.284 4.221 6.818
DS Q 5 MW+SD | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 4 MW+SD | 0.000 -0.500 0.000 0.000 0.000
0.000 1.000 0.000 0.000 0.000
pTemp Q 5 MW+SD | 30.680 28.640#* |30.860 30.940 30.760
0.130 0.439 0.688 0.850 0.518
) 4 MW+SD | 30.775 30.625* 30.200# 30.325 29.850
0.359 0.263 0.216 0.126 0.173
B2h Q 4 MW+SD [ 145.750 | 166.750 142.500 139.750* | 77.500
39.424 30.369 66.521 41.492 30.881
3 3 MW+SD [ 120.667 | 103.667 140.000 190.333* | 200.000
21.548 96.914 70.064 16.743 0.000
BUN Q 4 MW+SD | 200.000 | 195.000 196.000 197.750 195.500
0.000 10.000 8.000 4.500 9.000
) 4 MW+SD | 198.500 [ 190.000 185.750 173.000 166.000
2.380 15.144 22.897 54.000 68.000
Nest Q 3 MW+SD | 5.000 5.333 4.667 5.667 5.333
1.000 1.155 2.309 0.577 0.577
3 4 MW+SD | 5.000 4.250 4.750 4.750 4.750
0.816 1.258 0.957 0.957 1.500
MGS Q 5 MW+SD | 0.000 0.027 0.018 0.058 0.018
0.000 0.099 0.101 0.141 0.119
) 4 MW+SD | 0.000 0.189 0.078 0.039 0.100
0.000 0.115 0.086 0.066 0.082
FCM Q 5 MW+SD [ 102.160* | 139.380* | 144.360 145.940 162.700*
19.267 21.376 41.707 48.986 49.860
3 4 MW+SD [ 54.700* 60.150* 93.825 91.350 58.500*
11.840 17.832 33.632 57.928 36.151

Tab. 4: Geschlechtervergleich bei der Belastungseinschétzung wéhrend der operativen Phase

beim subkutanen Tiermodell (#p < 0.05 im Vergleich zum Pré-Wert; *p < 0.05 im Vergleich

zum anderen Geschlecht zum selben Zeitpunkt)
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Tabelle 5: Operative Phase beim intravendsen Tiermodell

Tage vor/nach Tumorzellinjektion
Parame- | Ge- N- Pra 0 1 2 3
ter schlecht Zahl
KG Q 3 MW+SD |2.477 2.610 1.490 1.983 3.707
3.089 4.570 6.384 4.504 2.967
) 5 MW+SD |2.014 2.308 -0.840 1.522 1.348
0.818 1.371 5.001 2.229 1.761
DS Q 3 MWzSD | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 5 MW+ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
SD 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
pTemp Q 3 MW+SD |30.667 30.967 30.167 30.200 30.500
0.289 0.945 0.416 0.557 0.100
) 5 MWxSD |29.940 29.640 29.600 29.640 29.440
0.623 0.631 0.361 0.680 0.619
B2h Q 2 MWzSD |104.500 [47.500 68.000 28.000# 18.000*
3.536 43.134 28.284 5.657 15.556
3 4 MW+SD |176.500 180.000 |166.500 128.250# |141.500*
31.395 34.871 44 .486 36.818 32.970
BUN Q 3 MW+SD |200.000 181.000 |[189.667 181.333 183.000
0.000 21.284 17.898 32.332 17.000
d 5 MWzSD | 195.600 199.800 [174.400 199.200 171.200
8.735 0.447 35.402 1.789 19.665
Nest Q 2 MW+SD |4.500 3.000 1.500# 2.000 3.500#
0.707 2.828 0.707 1.414 0.707
3 5 MW+SD |5.200 5.200 4.600 4.400 4.800
0.447 0.837 0.548 1.517 0.837
MGS Q 3 MW+SD |0.000 0.081 -0.007 0.119 0.126
0.000 0.148 0.078 0.173 0.103
3 5 MW+SD |0.000 0.111 0.053 0.044 0.040
0.000 0.167 0.116 0.121 0.053
FCM Q 3 MW+SD |192.300 380.033 |270.967 267.233 277.500
59.601 255.796 | 142.026 102.245 159.854
) 5 MWxSD |99.480 121.280 |[110.320 124.860 110.060
34.200 39.422 35.946 16.477 11.991

Tab. 5: Geschlechtervergleich bei der Belastungseinschétzung wéhrend der operativen Phase
beim intravenésen Tiermodell (#p < 0.05 im Vergleich zum Prd-Wert; *p < 0.05 im Vergleich

zum anderen Geschlecht zum selben Zeitpunkt)
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10.

Mit circa 500.000 neuerkrankten Menschen im Jahr 2020 und circa 466.000 Todesfallen, ist
das Pankreaskarzinom eine der tédlichsten Krebserkrankungen weltweit und bedarf unbe-

dingt weiterer Forschung zur Entwicklung neuer Therapien.

In den letzten Jahren wurden verschieden Pankreaskarzinommodelle in der Maus fir die

praklinische in vivo Forschung etabliert.

In der EU-Richtlinie 2010/63/EU wird eine pro- und retrospektive Belastungseinschatzung
und eine kontinuierliche Verbesserung aller Tiermodelle gefordert. Onkologische Tiermo-
delle werden dabei allen drei Kategorien der Schweregrade ,gering, mittel und schwer” zu-

geordnet, wodurch eine klare Zuteilung erschwert wird.

Ein Ziel dieser Arbeit war es eine evidenz-basierte Belastungsanalyse in verschiedenen
syngenen Pankreaskarzinommodellen zu etablieren und die Belastung der Modelle statis-

tisch zu vergleichen.

Unter der Verwendung von physiologischen, hormonellen und Verhaltensparametern sowie
dem RELSA-Algorithmus konnte gezeigt werden, dass das orthotope Pankreasmodell, sig-

nifikant belastender fir Mause ist, als das subkutane und intravendse Modell.

Die Wahl des onkologischen Tiermodells sollte nicht nur von der Belastungseinschatzung,

sondern auch von der wissenschaftlichen Fragestellung abhangig sein.

Alle syngenen Pankreastumormodelle sind weniger belastend im Vergleich zu anderen
gastrointestinalen Tiermodellen, wie beispielsweise nach Gallengangsligatur oder Induktion

einer Pankreatitis.

Durch die Etablierung tiermodell-spezifischer friiher humaner Endpunkte kann eine erhebli-

che Belastung der Tiere in zuklnftigen Studien verhindert werden.

Mittels Grenzwert-Optimierungskurven konnte nachgewiesen werden, dass eine Reduktion
des Buddelverhaltens in allen Pankreaskarzinommodellen den humanen Endpunkt 48 Stun-

den im Voraus prognostizieren kann.

Die Analyse des Buddelverhaltens eignet sich sehr gut zur frithen humanen Endpunktbe-

stimmung in den Pankreaskarzinommodellen.
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