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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Pankreaskarzinom in der Humanmedizin

Das Pankreasadenokarzinom zeichnet sich durch aggressives Wachstum und einen
hochmalignen Phanotyp mit friher Metastasierung aus. Pankreastumore haben
unterschiedliche Ausléser, die letztlich alle zu einer Stérung des Gleichgewichts von
Wachstum der Zelle und Zelltod (Apoptose) fuhren (Lillemoe, K. D. et al., 1995).

Die exokrinen Tumore werden histomorphologisch in drei Pankreaskarzinomtypen
unterschieden (Lohr, J. M. et al., 2008):
|. Pankreasgangepithelkarzinome. Mehr als ca. 85 % aller Pankreastumore wurden
als tubulare Adenokarzinome klassifiziert und entstehen im exokrinen Teil des
Organs. Zu diesem Typ gehéren auch pleomorphe duktale Karzinome (ca. 5 %)
und duktale zystische Adenokarzinome (ca. 1 %) (Lillemoe, K. D. et al.,1995).
Davon befinden sich 70 % im Bereich des Pankreaskopfes, 20 % im
Pankreaskorper und 10 % im Pankreasschwanz.
Il. Azinare Karzinome des Pankreas. Die Karzinome entwickeln sich aus dem
exokrinen Pankreasazinusepithel bei weniger als 1 % aller Patienten.
lll. Papillarzystische Karzinome, Pankreatoblastome und kleinzellige pleomorphe
Karzinome, die ihren Ursprung ebenfalls im exokrinen Teil des Pankreas haben.

Die Karzinome haben eine unklare Histogenese und sind sehr selten.

Die Metastasierung der Karzinome des Pankreas erfolgt hauptsachlich portogen in
die Leber (66 %), lymphogen in die Lymphknoten (22 %) und Lunge (10 %) (Li, S. et
al., 2002, Lohr, J. M. et al., 2008, Siegel, R.L. et al., 2015).

1.1.1. Epidemiologie

Von allen erkrankten Personen in den USA wurde nur bei <5 % eine flinfjahrige
Uberlebensrate nachgewiesen (Schneider, G. et al., 2005; Jemal, A. et al., 2008,
Hidalgo, M. 2010; Siegel, R.L. et al., 2015). In Deutschland wurden laut Statistiken
des Robert Koch-Instituts (RKI) jahrlich etwa 390.000 Krebserkrankungen

festgestellt, davon 6 % mannliche und 7,3 % weibliche Patienten mit einem
10
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bdsartigen Tumor des Pankreas (Husmann, G. et al.,, Robert Koch-Institut, 2010).
Ohne medizinische Behandlung betragt die Uberlebenszeit beim Pankreaskarzinom
ca. 3,5 bis 6 Monate (Li, S. et al., 2002). Nach erfolgreicher Resektion erhoht sich die
Lebenserwartung auf 3 Jahre bei ca. 30 % und bei ca. 20 % der Patienten steigt sie
auf eine 5-jahrige Uberlebensrate (Magistrelli, P. et al., 2000; Jemal, A. et al., 2008,
Siegel, R.L. et al., 2015).

1.1.2. Diagnhose und Therapie

Das Pankreaskarzinom wird typischerweise von chronischer Pankreatitis begleitet.
Wenn der Tumor im Pankreaskopf in der Nahe des Gallengangs liegt, kann oft ein
obstruktiver, schmerzloser lkterus auftreten. Befindet sich der Tumor aber im Corpus,
klagen die Patienten Uber starke Oberbauchschmerzen. Die Patienten haben ein

reduziertes Allgemeinbefinden, Anorexie und Gewichtsverlust (Li, S. et al., 2002).

Zur Erkennung von Frihformen sind Endosonographie, Roéntgen und
Computertomographie die wichtigsten Diagnostikformen. Aber sowohl die
Labordiagnostik zum Nachweis des Pankreaskarzinoms als auch Tumormarker wie
CA19-9 oder DU-PAN2 zur Feststellung dieser Krankheit haben keine ausreichende
Sensitivitat und Spezifitdt (Yeo, T. P. et al., 2002). Bei der Gewebegewinnung fur
histologische Untersuchungen ist die Zytologie in ca. 20 % ungenau. Die
molekulargenetischen Untersuchungen des Pankreassekrets ergeben in nur 70-80 %
der Falle einen Karzinomnachweis (Li, S. et al., 2002).

Bei frihzeitiger Erkennung kénnte eine operative Therapie erfolgreicher sein als bei
spaterer Tumorprogression, da sich bei den Patienten schnell Lokalrezidive und
Fernmetastasen entwickeln (Yeo, T. P. et al., 2002). Um den Tumor operativ zu
entfernen, sind mehrere Methoden etabliert. Bei der Entfernung des Tumors nach
Whipple (Kausch-Whipple-Operation) wird z. B. der Pankreaskopf und das
Umgebungsgewebe bzw. ein Tell des Diunndarms reseziert. Bei totaler
Pankreatektomie wird das gesamte Pankreas, teilweise der Dinndarm, die
Gallengéange, die Gallenblase und die regionalen Lymphknoten entfernt. Bei distaler
Pankreatektomie spricht man nur uber Pankreaskorper- und

Pankreasschwanzentfernung (Lillemoe, K. D. et al., 1995). Bei der Magenausgangs-

11
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oder Duodenalstenose wird eine palliative Operation durchgefihrt, um die
bestehenden Komplikationen und Symptome zu minimieren und moglichst lange die
Lebensqualitat zu erhalten. Neben der operativen Therapie wird die Strahlentherapie
mit hochenergetischen Rontgenstrahlen oder eine praoperative (neoadjuvante),
postoperative (adjuvante) und kombinierte pra- und postoperative (erweitert
neoadjuvante) Chemotherapie eingesetzt. Eine weitere Moglichkeit zur Behandlung
ist eine Kombination der Strahlentherapie und der Chemotherapieansatze

(Zytostatika), die sogenannte Radiochemotherapie (Vincent, A. et al., 2011).

1.1.3. Prognose

Insgesamt gesehen ist die Prognose bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms
heute immer noch nicht erfolgversprechend (Vincent, A. et al., 2011). Ein Grund far
die schlechte Prognose ist, dass das Pankreaskarzinom keine spezifischen
klinischen Symptome in Frihstadien aufzeigt und somit keine friihzeitige Diagnose
maoglich ist. Der Tumor ist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haufig metastasiert

und die therapeutischen Méglichkeiten sind begrenzt (Yeo, T. P. et al., 2002).

1.2. Das Pankreaskarzinom in der Veterinarmedizin

1.2.1. Definition und Symptomatik

Das Pankreas bei Katzen und Hunden besteht wie beim Menschen aus einem
endokrinen und exokrinen funktionellen Teil. Fir die selten vorkommenden Tumore
des endokrinen Pankreas ist eine unkontrollierte Hormonfreisetzung bei Insulinomen
typisch (insulinproduzierende B-Zelltumore). Bei Neubildungen des exokrinen
Pankreas sind bdsartige Tumore am haufigsten, die aus duktalen (Adenokarzinome)
oder azinaren Zellen (azindre Karzinome) des zentralen Teils des Pankreas (Corpus)
entstehen (Dahme, E. et al., 2007). Das Pankreaskarzinom verlduft meistens mit der
Symptomatik einer Pankreatitis und einer Gallenblasenausfiihrungsgangsobstruktion
in Verbindung mit Gewichtsverlust, Anorexie, Erbrechen, lkterus und Aszites. Das
Krankheitsbild erscheint erst im fortgeschrittenen Stadium, wenn sich die
Gallengange bzw. der Driusengang der Bauchspeicheldriise verschlieRen oder bei
der Metastasierung. Die am haufigsten von Metastasen betroffenen Organe bei den

12
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mit Pankreaskarzinom erkrankten Hunden sind Leber, Lymphknoten, Zwerchfell,

Knochen, Niere und Nebenniere (Kessler, M., 2005).

1.2.2. Diagnhose und Therapie

Es erkranken meistens é&ltere Hunden und Katzen zwischen 5 und 17 Jahren.
Pankreaskarzinome sind tierartspezifisch mit Geschlechts- und Rassenpréadisposition
(Kessler, M., 2005).

In der Veterinarmedizin ist es problematischer eine Diagnose zu stellen als in der
Humanmedizin, da die Tiere unspezifische klinische Symptomatik zeigen, so dass oft
zunachst entweder die chronische Pankreatitis oder die Obstruktion diagnostiziert ist.
Die Laborwerte sind unspezifisch und haben eine groRe Variationsbreite flr eine
Diagnosestellung (Nelson, R.W. et al., 2010). Eine operative Therapie hat in der
Tiermedizin wie in der Humanmedizin eine geringe Erfolgsrate (Kessler, M., 2005).

1.3. Die Rolle von Fas/Fas Ligand (CD95/CD95L) und Tumor Nekrose

Faktor-a (TNF-a) Systemen beim Pankreaskarzinom

In dieser Arbeit wurde die Hemmung von zwei zelltodvermittelnden Liganden
CD95L/FASL und TNF-a untersucht. Im Vordergrund stand dabei die Regulierung der
Entstehung des Entzindungsprozesses in der Tumorzelle und eines
Wirkmechanismus von Signalkaskaden, welche schliel3lich zum programmierten
Zelltod (Apoptose) fuhren. Beide Todesliganden gehtéren mit ihnren Rezeptoren zu der
Tumornekrosefaktorrezeptor-Superfamilie (Locksley, R. M. et al., 2001; Bodmer, J. L.
et al., 2002).

CD95L (CD95 Ligand/FasL) befindet sich entweder auf der Zellmembran oder wird
in l6slicher Form durch die Aktivitat einer Metalloprotease erzeugt (Kayagaki, N. et
al., 1995; Mariani, S. M. et al., 1995; Tanaka, M. et al., 1998). Der membranstandige
Ligand (mCD95L) ist ein Transmembranprotein mit einer molekularen Masse von 40
kDa (Nagata, S. & Golstein, P., 1995; Tanaka, M. et al., 1995). Die l6sliche Form

(sCD95L) mit einer molekularen Masse von 26 kDa besteht aus der extrazellularen
13
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Region des Proteins (Tanaka, M. et al.,, 1996). CD95L wird auf naturlichen
Killerzellen (NK-Zellen), T-Zellen (Arase, H. et al., 1995; O'Connell J. et al., 1999)
und auch in Tumorzellen (Hahne, M. et al., 1996; O'Connell J. et al., 1999; Lee, H. O.
& Ferguson, T. A., 2003) exprimiert. CD95L Ubt seine Wirkung tber die Bindung an
seinen Rezeptor CD95 aus (s. Abb. 1) (Suda, T. et al., 1993; Takahashi, T. et al.,
1994).

CD95 (APO-1, Fas) ist ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 36
kDa. Das CD95 ist ein Todesrezeptor der TNF-Superfamilie, welches durch die
Bindung von CD95L zu der Entstehung des ,death-inducing signaling” Komplexes
(DISC; Adapter-Molekilen und Initiator-Caspasen) fuhrt und die Apoptose-Induktion
vermittelt (s. Abb.1) (Wajant, H. 2002; Peter, M. E. et al., 2007).

CD95 hat eine extrazellulare (157 Aminosauren), eine transmembrane (17
Aminosauren) sowie eine zytoplasmatische Doméne (aus 145 Aminoséauren) (Itoh N.
et al., 1991). Viele Gewebe kénnen CD95 exprimieren. Die Bindung von CD95L an
CD95 (s. Abb.1A) spielt eine proapoptotische Rolle in der Zelle unter bestimmten
Bedingungen, kann aber auch in einigen Zelltypen zu Proliferation fiihren (Trauzold,
A. etal., 2001; Barnhart, B. C. et al., 2004; Peter, M. E. et al., 2007).

Tumor-Nekrose-Faktor (TNF-a) ist ein 212-Aminosaure - langes Typ Il -
Transmembranprotein, welches aus drei identischen Polypeptidketten besteht und
zur TNF- Superfamilie gehort. Jede Polypeptidkette hat ein Molekulargewicht von 26
kDa (Tang, P. et al., 1996; Balkwill F., 2006).

TNF-a existiert als 16sliches (sTNF-a) und als membranstandiges (mTNF-a) Molekul
(Wallach, D. et al., 1999). TNF-a ist ein Zytokin, das von mehreren Zelltypen z. B. T-
Zellen, Mastzellen und NK-Zellen, aber hauptsachlich von aktivierten Makrophagen
und Monozyten gebildet wird (Higuchi, M. et al.,, 1990). TNF-a spielt eine
entscheidende Rolle als pro-inflammatorischer Faktor bei der Immunantwort.
Deshalb kdnnen durch TNF-Fehlregulationen Entzindungen wie z. B. Sepsis bei
bakterieller Infektion oder Autoimmunerkrankungen, z. B. Multiple Sklerose und
rheumatische Arthritis (Firestein, G. S. et al.,, 1997; Brennan, F. M. et al., 1998)

entstehen. Im Jahr 1985 wurde TNF-a auch als biologischer Mediator der Kachexie —
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,cachectin“ beschrieben, welches in einem Tiermodell mit der Trypanosomen-
Infektion auftrat (Beutler, B. et al., 1985).

TNF-R1- und TNF-R2- Rezeptor-Molektle

TNF-a kann an zwei membranstandige Rezeptoren TNF-R1 mit dem
Molekulargewicht 55-60 kDa und TNF-R2 mit dem Molekulargewicht 70-80 kDa
binden (Brockhaus, M. et al., 1990; Schall, T. J. et al., 1990). Die TNF-Signalisierung
entsteht durch die TNF-R1 - Bindung hauptsachlich mit dem mTNF-a aber auch mit
STNF-a (Grell, M. et al., 1995; Wajant, H. et al., 2003).

Abb.1: Ligand-Rezeptor-Bindung in Tumorzelle. A.: Ligation von CD95L und CD95.
B.: Aktivierung des TNF-R1-TNF-a-Komplexes (Sia,C. et al., 2006)

Apoptose kann entweder Uber extrinsische oder intrinsische Signalwege in
Tumorzellen ausgelost werden (s. Abb. 2) (Deng, Y. et al., 2003; Boatright, K. M. &
Salvesen, G. S., 2003).

Bei der Aktivierung des extrinsischen Signalweges Uber membranstandige
Todesrezeptoren (s. Abb. 2A) werden die Caspasen in sogenannten Typ I-Zellen

direkt aktiviert. Zu den Typ I-Zellen gehdren auch mesenchymale Tumorzellen
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(Algeciras-Schimnich, A. et al., 2003; Scaffidi, C. et al., 1999). Nach der Ligation von
CD95L und CD95 wird tber die Todesdoméane (DD) das intrazellulare Adapterprotein
FADD (Fas-associated Death Domain) aktiviert (Earnshaw, W. C. et al., 1999). Dies
fuhrt zur DISC-Bildung (Peter, M. E. & Krammer, P. H., 2003), bei der gro3e Mengen
aktiver Caspase-8, unabhangig von den Mitochondrien, gespalten werden (s. Abb.
2A). Die Menge von Caspase-8 reicht, um die Effektor-Caspasen direkt zu aktivieren
(Krammer, P. H., 2000).

Fur die Aktivierung des TNF-R1-Komplexes wird noch ein zusatzlicher Schritt mit
TRADD (TNF-Rezeptor assoziiertes Protein mit Todesdoméane) bendtigt (s. Abb. 1B).
Auf die Bindung von TNF-a an TNF-R1 folgt die Molekilbindung von TRADD und
FADD. Das Adaptermolekil FADD besteht aus zwei Doméanen: der DD und der Death
Effektor Domain (DED), an die sich im Folgenden die Pro-Caspase-8 mit ihrer DED
anlagert. Pro-Caspase-8 wird aktiviert und bildet aktive Heterotetramer Caspase-8
(Muzio, M. et al., 1998). Das wiederum fuhrt zur Bildung des Apoptose induzierenden
Signal-Komplexes DISC und zur Aktivierung der Effektor-Caspasen-3 und -7, die die
Apoptose induzieren (Peter, M. E. & P. H. Krammer, 2003).

Der zweite apoptotische Weg ist der intrinsische Signalweg, der z.B. durch
Virusinfektion oder anderen intrazellularen Stress verursacht wird und den
mitochondrialen Weg involviert (s. Abb.2B). Die Todesliganden-Systeme, wie z. B.
das CD95L- oder TNF-a- System, fuhren in Typ ll-Zellen nur zu einer schwachen
Aktivierung des DISC und benutzen den proapoptotischen, mitochondrialen
Signalweg zur Verstarkung (Scaffidi, C. et al., 1998). Die Typ II-Zellen haben
epithelialen Charakter (Algeciras-Schimnich, A. et al., 2003). In epithelialen Typ II-
Zellen entstent im DISC eine geringe Menge aktiver Caspase-8, die ein
Mitochondrienmembran integriertes Bid-Protein spaltet (Li, H. et al., 1998). Als Folge
wird die Mitochondrienmembran durchlassig, was zur Cytochrom C Freisetzung fihrt
(Gross, A., J. M. et al., 1999; Luo, X. et al., 1998). Danach folgt die Caspase-9- und -
3- Aktivierung, die in der Zelle zur Apoptose filhren (Krammer, P. H. 2000). Es ist
bekannt, dass die Blockierung der mitochondrialen Aktivitat durch Bcl-2 oder Bcl-xL
nur bei Typ Il-Zellen die Caspaseaktivitat verhindert, was dann die Zellen
apoptoseresistent macht (Abb. 2B) (Scaffidi, C. et al., 1998).
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Abb. 2: Modell von zwei verschiedenen Signalwegen: extrinsischer Signalweg in Typ
I-Zellen (A); intrinsischer Signalweg in Typ ll-Zellen (B) (Moduliert nach Scaffidi, C. et
al., 1998; Scaffidi, C. et al., 1999).

Es wurde von mehreren Autoren bereits die therapeutische Wirkung durch eine
medikamentdse Hochregulation von CD95L oder TNF-a und deren Rezeptoren in
vitro beschrieben. Schon in 1996 wurde von Friesen vermutet, dass eine CD95L-
Hochregulation die Tumorzellen zur Apoptose bringt (Friesen, C. et al., 1996). Es
wurde spater festgestellt, dass viele etablierte Zelllinien auf ihrer Zelloberflache CD95

exprimieren (Ungefroren, H. et al., 1998).

Interessanterweise bleiben trotzdem viele Tumorzellen nach medikamentoser
Hochregulation von CD95L oder TNF-a und deren Rezeptoren gegeniiber Apoptose
resistent (Friesen, C., S. et al., 1999; Ramp, U. et al.,, 2000; Egberts, J. H. et al.
2008), und eine Reihe von Entziindungsmediatoren und anti-apoptotische Faktoren,
wie z. B. die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC), NF-kappaB, uPA, eine TRAF2-
Expression und Sekretion von einem inflammatorischen Zytokin IL-8, werden dabei
aktiviert (Trauzold, A. et al., 2001). Die Vielzahl von neueren Studien hat gezeigt,
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dass die Ligation von CD95 in vielen Tumorzellen nicht zum apoptotischen sondern
zum inflammatorischen Weg (Aktivierungsweg des NF-kappaB) fuhrt (Matsumoto, R.
et al., 2007).

Die Aktivierung des NF-kappaB Transkriptionsfaktors hat eine wichtige Bedeutung
bei der Tumorentstehung als anti-apoptotischer, proinflammatorischer Faktor (Rayet,
B. & Gelinas, C.,1999), da dessen indirekte Aktivierung die Zellen vor Apoptose
schitzt (Dudley, E. et al., 1999; Ponton, A. et al., 1996; Ravi, R. et al., 1998) und
dadurch das Tumorwachstum durch die Expression einer Reihe von proliferativ bzw.
anti-apoptotisch wirkender Gene gefordert wird (Lin, A. und Karin, M., 2003). Es
wurde bereits gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor NF-kappaB in ca. 67-90% der
Pankreaskarzinome aktiviert ist (Muerkoster, S. et al., 2004). Eine erhoéhte NF-
kappaB Aktivitat kann zur Ausprdgung einer Kklinischen Chemoresistenz in
Pankreaskarzinomzellen beitragen (Arlt, A. et al., 2001). Auch die Hochregulation
von NF-kappaB durch die Behandlung der Tumorzellen mit CD95L- oder TNF-a-
Liganden fluhrt zur Invasivitat der apoptoseresistenten Tumorzellen (Barnhart, B. C.
et al., 2004; Egberts, J. H. et al., 2008). Die Hemmung von NF-kappaB fordert die
Sensibilisierung der Zellen und fuhrt damit zu TNF-a vermittelter Apoptose (Barkett,
M. & Gilmore, T. D., 1999; Beg, A. A. & Baltimore, D., 1996) und zum besseren
Ansprechen von Pankreaskarzinomzellen auf Chemotherapeutika und Bestrahlung
(Arlt, A. et al., 2001; Muerkoster, S. et al., 2003).

1.4. Tiermodelle in der Onkologie

Die Voraussetzung fur die Entwicklung von erfolgreichen Therapiestrategien ist das
Verstandnis der molekularen Mechanismen der Tumorentstehung. Fur die
experimentelle Forschung wurden in neuerer Zeit vielfaltige Tiermodelle mit méglichst
kliniknahen Eigenschaften erzeugt. Der Erfolg des Tierversuches und die
Ubertragung der Daten auf den Menschen hangt jedoch von der Wahl des richtigen
Tiermodells ab. Schon im Jahr 1983 wurden von Drew die Tiermodelle des
Pankreaskarzinom an Mausen, Hamstern und Ratten beschrieben (Drew, R. T. et al.,
1983). Die Tumore des Pankreas wurden bei diesen Modellen mit Hilfe
verschiedener Karzinogene oder chirurgischen Manipulationen induziert. Alle diese

Modelle weisen jedoch verschiedene Nachteile auf (Hall, P.A. et al., 1993). Das
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Hamstermodell des Bauchspeicheldriisenkrebses wurde beim syrischen Hamster

(Mesocricetus auratus) im Jahr 1974 von der Arbeitsgruppe Parviz Pour beschrieben.
Die duktalen Adenokarzinome des Pankreas wurden durch subkutane Injektionen
von 2,2"-Dihydroxy-di-N-propylnitrosamin (DIPN) erzeugt. Ein groRes Nachteil dieses
Models ist jedoch, dass dabei Metastasen in Respirationstrakt, Leber und Niere
aufgetreten sind (Pour, P.M. et al., 1981). Egami induzierte durch Nitrosamin ein
duktales Pankreasadenokarzinom beim Hamstermodell. Der Mechanismus, uber
welchen Nitrosamin nach einer kurzen Zeit von ca. 7 Monaten zu einer 90 -
100%igen Induktion duktaler Pankreasadenokarzinome im Syrischen Hamster fiihrt
(Pour, P. M. et al., 1981), ist weitgehend ungeklart (Appel, M. J. et al. 1994). Das
Hamstermodell des Bauchspeicheldriisenkrebses hat groBe Ahnlichkeiten in der
Morphologie und im allgemeinen klinischen Krankheitsverlauf (wie Gewichtsverlust,
Ikterus, vaskulare Thrombosen, Diarrhoe und Diabetes mellitus) mit dem humane
Bauchspeicheldriisenkarzinom, jedoch ist der Mangel an erhéltlichen Reagenzien ein
sehr bedeutender Faktor fur die geringe Verwendung des Hamstermodelles in der
Forschung (Egami, H. et al., 1991).

Das Rattenmodell des Bauchspeicheldriisenkrebses wurde durch intraperitoneale

Injektion von Azaserin in Lewis- und Wistar- Ratten erzeugt. Nach Literaturangaben
betragt ein Unterschied zum humanen Pankreaskarzinom: im Rattenmodell wurden
ausschlieBlich azinare und nicht duktale Adenokarzinome des Pankreas (wie in
>90% der Falle in der humanen Medizin) festgestellt, damit ist dieses Tiermodell fur
Studien weniger geeignet (Hall, P.A. et al., 1993).

Fur die experimentelle Forschung wurden in neuerer Zeit vielfaltige Mausmodelle

mit moglichst kliniknahen Eigenschaften erzeugt. In der Onkologie werden die
Versuchstiermodelle in zwei Gruppen eingeteilt (s. Tabelle 1): Mutationsmodelle sind
transgene (genetischverdnderte), induzierte, autochthone (spontane) Modelle
(s.1.4.1.) und Transplantationsmodelle sind syngene und xenogene Modelle
(s.1.4.2)).

19



Einleitung

Mutationsmodelle Transplantationsmodelle
syngene xenogene
transgene induzierte autochthone (fur die aIIoggne (fur die Xeno-
Transplantation transplantation
entwickelt) entwickelt)
o
o | 9o
838 228 = o dische T
0 D S& 135% S 3 (spora |s_ck|e Umor-1  orthotope und heterotope Modelle
gSS5c 2§ < 5 3 entwicklung) (unterscheiden sich nach dem
“0o03 |30a 3 8 Applikationsort)
n = 0 (] =
(>E n c n =5
599 a S o
a 1 1

Tab. 1: Klassifikation der Tiermodelle in der Onkologie

1.4.1. Mutationsmodelle in der Pankreastumorforschung

Zu den komplett immunkompetenten Mutationsmodellen zahlen die folgenden drei
Gruppen: transgene, induzierte und autochthone Modelle (s. Tabelle 1) (Berns, A.,
2001).

Die transgenen M&use gehodren zu den Mutationsmodellen. Deren Genom tragt eine
gezielte Mutation. Diese Tiere vererben die Mutation stabil an ihre Nachkommen
weiter (Schenkel, J., 2006). Transgene Tumormodelle zeigen dieselben
chromosomalen Veranderungen (s.unten), die auch in humanen Tumoren vorhanden
sind. Die Tierversuche konnten deswegen mit dem entsprechenden Modell die
Entstehung und das Tumorwachstum des humanen PDAC i.d.R. der Expression
eines transgenen Onkogens beim Mensch widerspiegeln (Hann, B. und Balmain, A,
2001). For die Erzeugung genetisch veradnderter Mausmodelle werden mehrere
Verfahren verwendet, oft ist ein hoher Zeitaufwand notwendig, um dieses Tiermodell
zu etablieren (Killion et al., 1998). Entweder wird ein zusatzliches Gen eingefligt, um
die Onkogenuberexpression darzustellen oder aber ein Gen und dessen Funktion
soll inaktiviert werden. Zum Beispiel wurde ca. vor 30 Jahren in der Arbeitsgruppe
Capecchi mit Hilfe der gezielten Geninaktivierung das Knockout-Mausmodell

entwickelt (Capecchi, 1989). Dafir wurden identische DNA-Bereiche zwischen
homologen Chromosomen ausgetauscht (homologe Rekombination). Das
selektierbare Gen, durch das die zwei DNA-Bereiche des zu inaktivierenden Zielgens

getrennt sind, zeigt eine Resistenz gegen Aminoglykosid-Antibiotika. So ist es durch
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Antibiotikagabe maoglich, die ,defekt-Gen-tragenden® embryonalen Stammzellen
(markierte ES-Zellen) zu selektieren. Diese Zellen werden kultiviert und in
Blastozysten der Maus injiziert. Die entwickelten Chiméren tragen einen
heterozygoten Gendefekt (Mosaik-Maus). Die Nachkommen aus der Kreuzung einer
C57BL/6J-Maus und einer Chimare besitzen beispielsweise entweder eine braune
Fellfarbe, wenn sie die genetisch verédnderten ES-Zellen tragen, oder sie sind
schwarz, wenn sie das Erbgut der Blastozysten tragen. Der gewlnschte knockout-
Mausenachwuchs entsteht nach der heterozygoten Tierkreuzung. Die Erzeugung des
knockout-Mausmodells ist in Abbildung 3 dargestellt (Graw, J., 2007). Fur die
Pankreastumorforschung wurde das PTEN-knockout (PTEN, Negativregulator des
PI3-K Signalweges) erzeugt. Das Mausmodell entwickelt eine fortgeschrittene
Produktion von Muzinen und Expression von zwei embryonalen Pankreas-
Vorlauferzellen-Marker PDX1 und HES1 in veranderten proliferativen duktalen
Strukturen der Azinus-Zellen. Diese Tiere entwickeln duktale Pankreaskarzinome
(Stanger, B. Z., et al., 2005).

Derzeit steht fur viele Gene im Rahmen des "European Conditional Mouse
Mutagenesis Program” die entsprechende knockout-Maus zur Verfiigung
(www.eucomm.org) (Braun, R. & Willnow, E. 1996). Dies bietet die Mdglichkeit die
molekularen Mechanismen von Krankheiten und einen medikamentdsen Effekt zu

erforschen.
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Abb. 3: Erzeugung von knockout-Mausmodell

Die schematisch dargestellte Erzeugung von knockout-Mausmodellen umfasst
folgende Schritte:

1. Embryonale Stammzellen wurden aus Praimplantationsembryonen (Blastozysten)
der Maus gewonnen.

2. Der Zielvektor enthalt langere DNA-Fragmente, die zu dem Zielgen homolog sind.
3. Der Zielvektor wurde in die ES-Zellen transferiert.

4. Positiv-negativ-selektierte Zellen wurden auf die Neomycin-Resistenz-Marker
Uberpruft.

5. Die verédnderten ES-Zellen wurden in Blastozysten injiziert und bilden ein Mosaik
(Chimaéren) der inneren Zellmasse. Diese Blastozysten wurden einer weiblichen Maus
implantiert. Die Mosaik-Embryonen entwickelten sich und wurden als Mosaik-Mause
(Chimaren) geboren.

6. Die Kreuzung von Mosaik- mit Wildtyp-Mausen erzeugt eine Knockout-Mauslinie
mit den veranderten ES-Zellen und teilweise Wildtyp-Mause

(Graw J., 2007, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA).
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Durch das Einbringen eines zusatzlichen fremden Gens bei der Erzeugung des
transgenen Mausmodells (s. Abb. 4) kbénnen dessen Expression und die
Auswirkungen sowie andere Genfunktionen untersucht werden. Aus diesem Grund
sind so ergzeugte Onkogenlberexpression oder Inaktivierung von Tumorsupressor-
Genen der transgen induzierten Mausmodelle fur die Tumorforscher besonders

interessant (Resor, L. et al., 2001).

Als klassisches Mausmodell fir die Pankreastumorforschung wurde das KPC-
Mausmodell bekannt (Olive, K.P. & Tuveson, D.A. 2006). Das Modell wurde im Jahr
2005 von D. Tuveson und S. Hingorani entwickelt. Die Doppelmutation der KRAS
und p53 Gene, die im KPC-Mausmodell entsteht, ist bereits in ca. 90% der Tumore
des Pankreas vorhanden. Alle Mause mit diesen KRAS/p53-Mutationen entwickeln
von Anfang bis in die fortgeschrittenen Stadien gleiche Symptome wie bei dem
Bauchspeicheldriisenkrebs in der Humanmedizin (Hingorani, S. R. et al., 2003 (1, 2);
Grippo, P. J. et al., 2003; Tuveson, D. A. et al., 2006).

Weitere maligne Veranderungen des Pankreas des transgenen TGFa-Mausmodells
wurden von Sandgren im Jahr 1990 beschrieben. Die transgenen TGFa-Mé&ause
entwickelten nach ca. 300 Tagen maligne Verdnderungen des Pankreas (Sandgren,
E. P. et al., 1990). Die Nachkommen der Kreuzung von TGF-a mit p53-defizienten
Mausstammen bildeten schon nach 100 Tagen ein duktales Pankreaskarzinom
(Wagner, M. et al., 1998). Die Mausmodelle ELA-PRSS1-, Ela-Kras G12D- (Grippo,
P. J. et al., 2003) und Mistl-Kras G12D- Mausmodelle entwickeln die azinar-duktalen
Metaplasie, bilden zystische acinare Neoplasmen, die sich zu weiteren Karzinomen

entwickeln kénnen (Tuveson, D. A. et al., 2006).
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Abb.4: Entstehung eines transgene Tumormodells

A. Ein mutiertes K-ras Gen (Onkogen) wurde in den Ort (locus) des normalen K-ras-Gens in

embryonalen Stammzellen der Maus eingefligt. Die veranderten Stammzellen wurden dann
verwendet, um Mause zu erzeugen. (Der Stern steht fir die Mutation. Neo (Neomycin-Gen)
ermoglicht untersuchte Zellen, die sowohl dieses Gen auch das angrenzende K-ras-Onkogen
haben, zu identifizieren. 0-, 1- und 2- Stellen sind die Protein-kodierende Abschnitte des K-ras
Gens).

In der Maus tritt wahrend der Zellteilung eine spontane Rekombination entweder innerhalb
oder zwischen den Chromosomen auf. Die aktive Mutante des K-Ras-Proteins fordert das
Tumorwachstum (Berns A., 2001).

In der onkologischen Forschung wurde mit chemisch und physikalisch induzierten

Tumoren bei Maus und Ratte experimentiert (Malakoff, D., 2000). Abh&ngig von den

entsprechenden Therapieverfahren wurden fur die Erzeugung induzierter Tiermodelle

die mutagen-wirkenden aktiven Chemikalien oder eine Bestrahlung verwendet. Die

genetischen Veranderungen entstehen durch chemische Karzinogene wie Benzol,

Aflatoxin, Phenol. Ein Beispiel ist die karzinogene Wirkung bei dem Azoxymethan-
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Natriumdextranmodell (AOM/ DSS-Modell), dabei erhalten die Tiere Azoxymethan,
welches kolorektale Adenokarzinome verursacht (Neufert, C. et al., 2007). So wurde
auch durch Pristan in suszeptiblen BALB/c-M&ausen eine Bildung von Plasmazytomen
entwickelt. Die kanzerogenen Substanzen wie Safrol oder Vinylchlorid fihren zur
Bildung von hepatozellularem Karzinom (HCC) (Lipsky, M. M. et al., 1981, Emmerich,
K. H. & Norpoth, K., 1981). Allerdings spielen diese Maustumormodelle in den
Pankreastumorforschung eine weit untergeordnete Rolle (Herreros-Villanueva, M. et
al. 2012).

Seit 1920 wurde mit Mausstammen, die besonders anfallig sind fur die autochthone
(spontane) Entstehung von Tumoren, experimentiert. Die autochthonen (spontanen)
Tumormodelle in der Maus von bestimmten genetisch modifizierten Inzuchtlinien
neigen zur spontanen Tumorbildung (Wagner, Ch. & Miller, O., 2009). Es kommt
nicht zur Proliferationsaktivitéat in kompletten Geweben, sondern zu einer spontanen
Entwicklung der transformierten Zellen zu Tumoren. Dabei erfolgt die
Tumorentstehung in autochthonem System auf zellularer Ebene mit Hilfe dreier
Faktoren: 1. In einer multiplen Genmutation in der transformierenden Zelle; 2. Eines
exprimierten Onkoproteins. 3. In der mitotisch-aktiven Zelle (Jonkers, J und Berns,
A., 2002). Rachagani und Kollegen beschreiben in ihrer Studie eine knockout-Maus
Kras®?®  (B6.129-Kras™™ (01XJ6) mit einem autochthon entwickelten
Pankreaskarzinom als Ergebnis einer langanhaltenden Entziindung. Im Alter von 50
Wochen waren bis zu 70% des Stammes von diesem Karzinom befallen (Rachagani,
S. et al. 2012). In suszeptiblen Mausstammen wie B6C3F1 oder C3H treten spontane
Lebertumore auf, die Tumorentwicklung verlauft aber sehr langsam und die Frequenz
ist zu niedrig, um damit reproduzierbare Experimente durchfihren zu kdnnen
(Tarone, R. E. et al.,, 1981, Ward, E et al., 1979). Auch eine von Mukherjee
beschriebene entstehende Mucl-Induktion im transgenen MET-Mausmodell fihrt zu

einer spontanen Pankreasadenokarzinombildung (Mukherjee, P. et al., 2000).

Ein Vorteil dieser autochthonen Systeme liegt nicht nur darin, dass sie grol3e
Ahnlichkeit der Tumorentstehung mit dem Menschen haben, sondern auch in der
Maoglichkeit, im adulten Tier zu jedem beliebigen Zeitpunkt die Onkogenexpression
gewebsspezifisch zu entwickeln (Berns, A. et al. 2001, Meuwissen, R. et al. 2001).

Die autochthonen Modelle weisen allerdings auch deutliche Nachteile auf, wie eine
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lange Latenzzeit sowie weitere Tumorbildung auch in anderen Organen (Drew, R. T.
et al., 1983) und ein polyatiologischer Charakter des Karzinoms (Dexter, D. L. et al.,
1993).

1.4.2. Transplantationsmausmodelle in der Tumorforschung

Die Transplantationsmodelle sind fur die Tumorforschung effizient und weit verbreitet
(Ostrand-Rosenberg, S., 2004). Die syngenen Tiermodelle erlauben allogene
Transplantationen, somit die Ubertragungen von Organen bzw. Geweben oder Zellen
nur zwischen gleichen Spezies. Das xenogene Modell basiert auf
Gewebstransplantationen von Organen, Geweben oder Zellen zwischen
verschiedenen Arten. Dieses Mausmodell ist besonders fiir die onkologische
Forschung interessant. Der Grund daflr ist, dass ein murines, orthotopes
Xenotransplantationsmodell des Pankreaskarzinoms aus einer Injektion humaner
Tumorzellen in den Pankreaskorper einer immundefizienten Maus besteht, und somit
der Entwicklung des Tumors bzw. einem Krankheitsverlauf bei inoperablen Patienten
entspricht (Tepel, J. et al., 2004).

Die Transplantationsmausmodelle unterscheiden sich nach dem Applikationsort
injizierter Tumorzellen/Tumoren. Bei heterotopen Modellen ist das Zielorgan nicht
gleichen Ursprungs wie das Entnahmeorgan bzw. die von dort stammenden Zellen.
Oft ist dann der Applikationsort subkutan. So kdnnen z. B. Pankreaskarzinomzellen
nach subkutaner Injektion unter der Haut auswachsen und einen subkutanen Tumor
bilden. Das erste subkutane Xenotransplantationsmodell wurde Ende der 60er Jahre
von Rygaard und Povisen beschrieben (Rygaard, J. & Povsen, C. O., 2007).
Verschiedene  Studien  beschreiben die Verwendung der subkutanen
Tumorxenotransplantation in der Nacktmaus, um die mogliche Reaktion auf eine
Chemotherapie wie Gemcitabin (Garrido-Laguna, |. et al.,, 2011) oder neuere
pharmakologische Blocker (Feldmann, G. et al., 2011) zu erforschen. Solche Tumore
kénnen in heterotopen Modellen sehr unproblematisch injiziert, gemessen, seziert
und protokolliert werden (s. Tabelle 2). Ein Nachteil der heterotopen Modelle ist die
i.d.R. fehlende Fernmetastasenbildung (Talmadge, E. J. et al, 2007(2)). Ein
orthotopes Modell hat den gleichen Ursprung des Applikations- und Zielorganes,
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somit bleibt das Xenotransplantationmausmodell néher an der Klinik (s. 1.4.2.1.)
(Hoffman, R. M., 1999).

Um die Metastasenentwicklung zu erforschen, wurde eine grol3e Vielfalt an
Metastasenmodellen als Transplantationsmausmodell entwickelt. Die
Metastasenbildung ist vom anatomischen Ort der Tumorzellimplantation abhangig,
weil das metastatische Potential der humanen Tumorzellen in verschiedenen
Geweben und Organen unterschiedlich sein kann (Talmadge, E. J. et al., 2007(1)).
Die Lungenmetastasierung entsteht z. B. nach einer intravendsen Applikation von
humanen B16-F10 Melanomzellen (Fidler, 1. J. & Hart, I. R., 1982) oder auch nach
der Applikation von A549-Lungenadenokarzinomzellen in die Leber (Harris, J. E., et
al., 2011). Eine Knochenmetastasenentwicklung entsteht z. B. durch eine Injektion
von hoch metastatischen MDA-MB-435 humanen Mammakarzinom-Zellen in den
linken Ventrikel des Herzens (Harms, J. F. und Welch, D. R., 2003); oder auch nach
der intraventrikularen Injektion der humanen B16M und A375 Melanomzellen
(Valcarcel, M. et al., 2011).

1.4.2.1. Experimentelles  Pankreaskarzinom im murinen  orthotopen

Xenotransplantationsmodell

Orthotopes murines Xenotransplantationsmodell

Im orthotopen murinen Pankreasxenotransplantationsmodell werden humane
Pankreastumorzellen direkt ins Pankreas der Maus injiziert, die sich in der Maus i. d.
R. zu einem sehr aggressiven schnellwachsenden Tumor (Prim&rtumor) mit
Frihmetastasen in naheliegenden Organen entwickeln. Zu diesem Modell wurden

von B. Sipos viele Pankreaskarzinomzelllinien beschrieben (Sipos, B. et al. 2003).

Resektionsmodell

Die weitere Entwicklung des murinen, orthotopen Xenotransplantationsmodells
ermoglicht neue Wege der adjuvanten Therapie. Das Resektionsmodell des
humanen Pankreastumors aus Pankreasgewebe einer SCID Beige Maus (s. 1.4.2.2.)
wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Kalthoff erfolgreich im Jahr 2006
etabliert (Tepel, J. et al., 2006). Die durchgefiihrte subtotale Pankreasektomie
spiegelt eine klinische Situation nach einer kompletten Primartumorresektion (RO-

Resektion) in dem Resektionsmodell wider, so dass die Wirkung der adjuvanten oder
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neo-adjuvanten Therapie auf die nach der Resektion entstehenden Rezidive sowie
auf die Metastasenentwicklung, mit der in der Klinik nach Resektion des
Primartumors vergleichbar erscheint (Tepel, J. et al., 2006). Nachteile des Modells
sind, dass orthotope Tumorxenotransplantate arbeitsintensiv, technisch
anspruchsvoll und teuer sind (Killion, J.J. et al., 1998). Weiterhin erfordert die

postoperative Phase eine relativ lange Zeit der Wundheilung (s. Tabelle 2).

Kiinischer Klinische
Mausmodellen Kosten Zeitaufwand Reproduzierbarkeit

Ansatz

(human)

Transgene Modelle ++++ ++++ + FH++
Heterotope
Xenograftmodelle * * B +
Orthotope
Xenograftmodelle * + et ++

Tab. 2: Vergleich von Mausmodellen fir den Klinischen Ansatz bei
Bauchspeicheldriisenkrebs. +: gering; + +: mittlere; + + +: hoch; + + + +: sehr hoch
(Herreros-Villanueva, M. et al. 2012).

1.4.2.2. Versuchstiere fir das murine orthotope Xenotransplantationsmodell

Die ersten immundefizienten, haarlosen Mausmodelle stammen aus einer
Spontanmutation des FOXN1-Genes aus den 60er Jahren. Die ersten Nacktmause
hatten eine Thymusaplasie und deshalb keine reifen funktionellen T-Lymphozyten bei
der normalen Anzahl an B-Zellen (Rygaard, J., 1969). Durch den erheblichen Mangel
an T-Lymphozyten hat die Nacktmaus ein stark eingeschranktes Immunsystem und
keine AbstoBungsreaktion, was sie zu einem idealen Wirt fir homologe und
xenogene Transplantationen macht. Erstmals wurde in 1971 von Rygaard und
Povisen eine erfolgreiche Transplantation eines humanen Kolonkarzinoms in die
Nacktmaus durchgefuhrt (Rygaard, J. & Povlsen, C. O., 1969, Rygaard, J. & Povisen,
C. O., 1971) und dann im Jahr 1972 in einer Zellkultur gewachsene Tumorzelllinien in
die Nacktmaus transplantiert (Giovanella, B. C., 1972). Diese Versuche haben einen

neuen Weg in der préklinischen Entwicklung von therapeutischen Studien erméglicht.

Spater wurde die SCID-Mutation gefunden. Der Begriff ,Severe Combined Immuno

Deficiency“ (SCID) beinhaltet eine rezessiv, autosomal vererbte Mutation, welche das

Prkcd-Gen auf Chromosom 16 betrifft. Alle Tiere mit diesem Immundefekt haben eine
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T-, B-Zellendefizienz und  zeigen eine  Lymphopenie  sowie eine
Hypogammaglobulindmie (Bosma, G. et al., 1983). Es ist auch die humorale Abwehr
betroffen. Ein Immunglobulinnachweis ist nur bei 2 - 10 % der Tiere mdglich. Je nach
verwendetem Mausstamm koénnen die NK-Zellen (natirliche Killerzellen) ebenfalls
betroffen sein. SCID-Tiere zeigen eine reduzierte Aktivitat des Komplementsystems.
Die Tiere mit Gendefekt besitzen unterentwickelte lymphatische Organe (Custer, R.
et al., 1985).

Eine weitere autosomal-rezessive Beige Mutation ist auf Chromosom 13 lokalisiert
und betrifft das Lyst-Gen. Sie entstand in der Inzuchtmauslinie C57BL/6J(bgJ)

spontan. Beige-Mause haben eine NK-Zellzytolyse-Stérung und einen Mangel an

Thrombozyten, wodurch es zu einer Blutgerinnungsstérung kommt.

C.B-17 SCID Beige Mausmutanten

In unseren Versuchen wurde das xenogene Transplantationsmodell C.B-17 SCID

Beige Mausmutante (von Harlan-Winkelmann, USA) verwendet (Nomenklatur: C.B-b
17/lcrHsd-Prkdc®®ILyst®). Harlan-Winkelmann erwarb 1991 die SCID Beige
Mausmutante vom Fox Chase Cancer Center (Philadelphia, Pennsylvania, USA).
Dieses Mausmodell besitzt sowohl die genetisch autosomal-rezessive Mutation SCID
(Prkdcscid), einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus auf Chromosom 16 als auch die
Beige (Lystbg) rezessive Mutation auf Chromosom 13. Die SCID-Mutation fuhrt zu B-
und T-Lymphozyten-Mangel, zuséatzlich fuhrt die Beige-Mutation zu einem Mangel an
naturlichen Killerzellen. Die Tiere haben einen rudimentaren Thymus und sind fur
virale und bakterielle Infektionen sehr anféallig. Aufgrund der schweren
Immuninkompetenz ist eine Abstol3ungsreaktion kaum mdoglich, deswegen ist das
Modell fur orthotope Xenotransplantationen sehr gut geeignet ist. Die C.B-17 SCID
Beige Mause wurden im Alter von 5-6 Wochen mit einem Kdrpergewicht von ca. 18-

19 g operiert.
1.4.2.3. Monitoring der Tumore

Die Messungen der subkutanen Tumore (heterotope Modelle) konnen sehr
unproblematisch mit der Schieblehre durch Palpation erfolgen. Der Nachteil des

heterotopen Modells ist, dass man die vollstandigen Informationen in der klinischen
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Situation von Tumorentstehung, Tumorentwicklung und Metastasierung nicht
aufzeigen konnte (s. Tabelle 2). Die kliniknahen orthotopen Modelle haben den
Mangel an Madglichkeiten manuelle Messungen durchfihren zu kdnnen, um den
Krankheitsverlauf zu erforschen. Um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten, ist
Anzahl Die

Metastasenuntersuchungen sind nur nach Sektion mdglich. Deswegen ist es flur das

auch eine  hohere von Tieren notig. Tumor-  und

orthotope = xenogene  Transplantationsmodell ~ sehr  wichtig,  zusatzliche

morphologische Informationen durch klassische radiologische Bildgebung im
lebenden Tier Uber den gesamten Krankheitsverlauf zu bekommen. Zur Verfiigung

stehen mehrere bildgebende Techniken wie Rontgen, die Computertomographie, die

Positronen-Emissions-Tomographie

(PET), die

Kernspintomographie

(MRT),

Ultraschall und optische Verfahren (Biolumineszenz und Fluoreszenz) (s. Tabelle 3).

Imaging-Verfahren

Vorteile

Nachteile

Sonographie (Ultraschallwellen)

(Graham, K. C. et al., 2005)

¢ 3D-Rekonstruktion

¢ keine Nebenwirkungen

e geringer apparativer
Aufwand

o Kostenginstig

o stark
untersucherabhangig

e Ganzkorper-darstellung
nicht moglich

Positronenemissionstomographie
(PET, Radioaktive Metaboliten)

o Ganzkdorper-Darstellung
¢ Darstellung von
Stoffwechselvorgéangen

e Strahlenbelastung
¢ kostenaufwandig
e zeitaufwendig

Magnetresonanztomographie
MRT)

(Kobayashi, H. et al., 2001)

e Ganzkdorper-Darstellung
e sehr hohe Auflésung

¢ keine Nebenwirkungen
¢ 3D-Rekonstruktion

e Kontrastmittel
notwendig

e kostenaufwendig

e zeitaufwendig

Computertomographie (CT,
Roéntgenstrahlung)

(Weber, S. M. et al., 2004)

Ganzkorper-Darstellung
gute Auflésung von
Knochenstrukturen
e 3D-Rekonstruktion

e Strahlenbelastung

e Kontrastmittel
notwendig

¢ kostenaufwendig

e zeitaufwendig

Fluoreszenz (GFP-, RFP-
Signale)

(Yang, M. et al. 2000)

e kostengunstig

e sehr hohe Auflésung

¢ molekulares Imaging durch
lokale Anregung

e kurze Messzeiten

e Gentransfer notwendig
e Background durch
Autofluoreszenz

Lumineszenz
(Photonenemission)

¢ kostengtinstig

¢ gute Auflésung

¢ sehr hohe Spezifitat (kein
Background)

¢ Metastasierungsevaluation

¢ keine Nebenwirkungen

e kurze Messzeiten

¢ Gentransfer notwendig
e begrenzte Ausdringtiefe
des Lichtes

Tabelle 3: Bildgebende Techniken fir die Tiermodell-Studien.
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In seiner Studie erklaren Fleming, J. B., dass die Magnetresonanztomographie
(MRT-), Computertomographie (CT-) und Positronenemissionstomographie (PET-)
Imaging-Verfahren hochauflosend sind und besonders aussagekraftige Information
liefern und es erlauben, das Tumorwachstum im Verlauf der ganzen Studie in
Tiermodellen zu verfolgen. Jedoch sind sie auch sehr kosten- und zeitaufwandig
(Fleming, J. B. & Brekken, R. A., 2003). MRT, CT und Ultraschall und produzieren
anatomische Bilder von Strukturen im Kérper, wahrend das PET-Bild physiologische
Prozesse abbildet und so funktionelle Bilder erzeugt. Nicht-invasive Bildgebung, wie
Fluoreszenz- und Biolumineszenz- Imaging basieren auf der Emission von Licht (mit
respektive ohne externe Lichtquellen) und sind in der tierexperimentellen Forschung
auf zellularem Gebiet weit verbreitet (Chishima, T. et al., 1997; Jenkins, D. E. et al.,
2003(2)). Wie schon von Haseloff, J. in 1999 ausfihrlich erlautert wurde, konnte mit
fluoreszenzbasiertem Imaging eine hohe Bildauflosung auf molekularer Ebene
erreicht werden (Haseloff, J., 1999). Mehrere Experimente wurden mit einem
fluoreszierenden Protein (GFP) in Mausmodellen beschrieben, wie zum Beispiel die
Endometriose oder Lungenmetastasen mit GFP-exprimiertem Gewebe, orthotope
Transplantation mit fluoreszenzprotein-exprimierenden Krebszellen usw. (Chishima,
T. et al., 1997; Hoffman, R. M., 1999; Fortin M. et al., 2004; Hirata T. et al., 2005). Es
wurde allerdings berichtet, dass die Verwendung dieses Fluoreszenz-Systems wegen
der gravierenden Nachteile wie Eigenfluoreszenz und Hintergrundstrahlung
beschrankt ist (Fortin M. et al., 2003; Rogers, K. L. et al., 2005).

Durch nicht-invasives Monitoring der Tumore mit Ultraschall und optischer
Bildgebung ist es mdglich, wertvolle Daten Uber die Entwicklung ein und desselben
Tumors in ein und demselben Tier im Verlauf des Versuches zu gewinnen. Die
sonographischen Daten liefern morphologische Informationen und ermdglichen die
Differenzierung zwischen Tumorgewebe und postoperativem Narbengewebe sowie
die Detektion kleiner Metastasen. Durch optische Verfahren bekommt man ggf. auch

funktionelle Informationen tber den Zustand der Tumorzellen/Tumore.
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1.5. Ziele der Arbeit

Wie bereits erwahnt und in der Literatur beschrieben, handelt es sich beim
Pankreasadenokarzinom um eine seltene, aber sehr gefahrliche Krebsart mit aul3erst
schlechter Prognose fir die betroffenen Patienten. Umso wichtiger ist die
Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen, um daraus langfristig
Strategien zu entwickeln, die einer Verbesserung der Behandlung des

Pankreasadenokarzinoms dienen.

Diese  Arbeit  beschaftigt  sich mit  einem humanen, orthotopen
Pankreaskarzinommodell in der Maus, um die Mechanismen des Krankheitsverlaufs
zu erforschen. Hierzu wurden zwei klinische Situationen, die palliative (der
Primartumor verbleibt in situ) und adjuvante (der Primartumor wurde entfernt)

Therapie untersucht und miteinander verglichen.

Ein Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob parallel durchgefiihrte Messungen
mittels  Bildgebungstechniken von  NightOwl (Lumineszenzmessung) und
Sonographie mit den Sektionsdaten (Tumorgewicht, Tumorvolumen, Histologie)

korrelieren kdnnen.

Es ist bereits bekannt, dass die Bindung von CD95L an seinen Oberflachenrezeptor
CD95 eine grofRe Rolle bei der Erhdhung von Motilitaét und Invasivitat in CD95-
Apoptose-resistenten Pankreastumorzellen unter in vitro- Bedingungen spielen kann.
Mittels in vitro- und in vivo- Studien sollte untersucht werden, welche Wirkung eine
CD95L-blockierende Substanz (ein l6sliches Fusionsprotein sCD95Fc) auf
apoptotische und pro-inflammatorische Signaltransduktionen bei PDAC-Zellen hat.
Daraus ergibt sich auch die Frage, ob die therapeutische Wirkung durch eine
Kombinationstherapie aus CD95L-Hemmung und gleichzeitiger Hemmung anderer
Todesliganden (TNF-a) verbessert werden konnte, was ebenso Gegenstand dieser

Arbeit war.

Des Weiteren war von Interesse, ob sich die Zelllinien PancTullLuc, PancTul und

Pancl unter therapeutischem Einfluss im Tumorwachstum unterscheiden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Material fir in vitro-Versuche

Chemikalien

0,2 % Trypanblau

10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

10 % Trypsin
70% Ethanol
Accutase

Casyton-Salzldsung

Fetales Kalberserum (FCS)

Kollagen |
Kristallviolett
L-Glutamin
Lysis-Puffer
Methanol
Natrium-Pyruvat
PBS

PenStrep

Proteinkinase
RMPI-1640 Kulturmedium

Gerate
Autostainer
Brutschrank

Casyton-Zahlgerat

Centrifuge 5415R

Bezugsquelle

Invitrogen, Karlsruhe
SIGMA-Aldrich, Minchen
GIBCOl/Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA, Osterreich

Scharfe System GmbH,
Reutlingen

Pan Biotech GmbH,
Aidenbach

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Biomedicals, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
GIBCOl/Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
Pan Biotech GmbH,
Aidenbach

Merck, Darmstadt
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe

Bezugsquelle
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Schérfe System GmbH,
Reutlingen

Eppendorf, Hamburg

33



Material und Methoden

Digitalkamera Axiocam, Carl Zeiss, Jena
Kleintierultraschall (Vevo 770%) VisualSonics, Toronto,
Kanada
Lichtmikroskop Muller, Erfurt
Magnetrihrer, lkamag® Janke & Kunkel, Staufen
Mikroliterpipetten (0,1 - 1000 pl) Eppendorf, Hamburg
Mikrotom-Kryostat HM 500 OM Microm, Heidelberg
optische Kammer Berthold LB983 NightOwl EG&G Berthold, Bad
Wildbad
pH-Meter; inoLab pH Level 1 WTW, Weilheim
Photometer Tecan, Type: Sunrise Remote, Ostereich
Saugpipette Pipetboy, Baar, Schweiz
Schallképfe RMV706 (20-60 MHz) und RMV708 (22- VisualSonics, Toronto,
83 MHz) Kanada
Vortex-Schuttelgerat Vortex Genie 2, Zirich,
Schweiz
Waage Sartorius BP 310S
Wasserbad Haake, Karlsruhe

In vitro-Zellkulturmaterial

25cm? -, 75¢cm? -, 175cm? - Zellkulturflaschen Sarstedt, USA
6-Well-, 24-Well-, 96-Well-Platten Sarstedt, USA
Transwell-Einséatze (24-Well-Platte, 8- um Greiner GmbH, Solingen

Porengrol3e,)

2ml-Kryordéhrchen MikroSchraubrohre, Sarstedt,
Nurnberg

Isopropanolhaltige Einfrierbox Roth, Karlsruhe

Neubauer-Zahlkammer Zeiss, Jena

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 2000 ul) Eppendorf, Hamburg

Kits Bezugsquelle

DuoSet ELISA human CXCL8/IL-8 (Katalog, DY994 ) R&D Systems, Wiesbaden

ELISA Human Fas Ligand/TNFSF6 Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden

EZ4U - Testkit, Biomedica, Wien, Osterreich
34



Material und Methoden

Mykoplasmentest (PCR Mycoplasma Detection Set,)

2.1.2. Material fur in vivo-Versuche

Material

Insulinspritzen U-40, 1ml, 29,5 GA/0,33 x 12,7 mm

Bepanthen®

Kodan®

Mikro-Nadelhalter nach Muller FM 061 R
Mikro-Pinzette mit 1 x 2 Zahnen nach Miller FM034R

Mikro-Pinzetten mit Ring (Durchmesser 1,2 mm)

nach Muller FM 035 R
Mullkompressen 10 x 10 cm

Mullkompressen 6 x 6 cm

Schere, fein, gerade, BC 060 R

sterile Wattestabchen
Vicryl 6/0

Tierhaltung

Material

Einstreu

Laminar-Airflow Schrank

Makrolonkéafige Typ Il mit Filtertops

Mausefutter
Trinkflaschen 250 ml

Tiere

TaKARa, Roche, USA

Bezugsquelle

Becton Dickinson, USA
Bayer Vital, Leverkusen
Schilke&Mayr GmbH,
Norderstedt

Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen

Aesculap, Tuttlingen

Hartmann, Heidenheim
NOBA Verbandmaterial,
Wetter

Aeskulap, Tuttlingen
Beese, Barsbiittel

Ethicon, Hamburg

Bezugsquelle
Rettenmeier Holding AG,
Wilburgstetten

Scanbur, Koge, Danemark
Scanbur, Koge, Danemark
Altromin, Soest

Scanbur, Koge, Ddnemark

funf Wochen alte, weibliche, SCID Beige Mause des Stammes C.B.-17/IcrHsd-Prkdc-
scidLystbg SCID/SCID beige/beige (Harlan-Winkelmann, Borchen)
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Applikationslésungen fir in vivo-Versuche

Applikationslésungen

5 % Glucoselésung

Anexate® (Flumazenil, 0,1 mg/ml)
Antisedan® ( Atipamezol, 5 mg/ml)
D-Luciferin Firefly ( XR-1001)
Dormitor® ( Medetomidin, 1 mg/ml)
Fentanyl® (0,05 mg/ml)
Remicade®

Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %
Matrigel®

Midazolam® (1 mg/ml)

Naloxon® (0,4 mg/ml)

Bezugsquelle

Braun, Melsungen

Roche, Grenzach-Wyhen
Pfizer, Karlsruhe

Xenogen Corporation, USA
Pfizer, Karlsruhe
Janssen-Cilag, Neuss
Infliximab, ESSEX PHARMA
GmbH

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, USA
Roche, Grenzach-Wyhen
CuraMed, Karlsruhe

sCD95Fc Zur Verfagung gestellt von
Prof. Dr. H. Kalthoff im
Rahmen eines
Kooperationsprojektes

Temgesic® (0,324 mg Buprenorphinhydrochlorid) Boehringer, Mannheim

2.1.3. Verwendete Zelllinien

Frihere Studien zeigten, dass die von uns verwendeten Tumorzellen sowohl in vitro
ein stabiles Wachstum haben als auch in vivo erfolgreich nach Inokulation in
praklinische Tumormodelle anwachsen und somit standardisierte Bedingungen ftr
das Erforschen neuer Substanzen erlauben (Trauzold, A. et al., 2001; Tepel, J. et al.,
2004; Trauzold, A. et al, 2005). Da das Pankreaskarzinom uber eine
aulRerordentliche Heterogenitat und Vielfalt der Tumore bzw. Tumorzellen verfugt,
wurden in mehreren Publikationen die Faktoren beschrieben, die die Heterogenitat
ausmachen, wie z.B. die unterschiedliche Morphologie oder eine Expression
verschiedener Tumormarker (Moore, P. S. et al. 2001). Aus dem Grund wurden in
unseren in vitro- und in vivo- Versuchen mehrere humane Pankreastumorzelllinien
(PancTullLuc, PancTul und Pancl) verwendet (Abb. 5). Fur den Invasionassay
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wurde die Vorhautfibroblastenzelllinie Kif-5 benutzt.

A B C
Abb. 5: Verwendete Zelllinien: PancTullLuc (A); PancTul (B) und Pancl1(C)

PancTulLuc

Fur die Zelltransfektion mit dem Luciferase-Reporter-Gen wurde ein molekulares
Konstrukt (Plasmid) hergestellt. Das Plasmid enthalt als Selektionsmarker das
Neomycin-Resistenzgen. Der Plasmidvektor wurde durch Kkationische Lipide

transferiert.

Die Transfektion der humanen Pankreastumorzellen PancTul mit dem Luciferase-
Reporter-Gen wurde von Dr. Sanjay Tiwari in der Sektion fur molekulare Onkologie

durchgefuhrt.

Das transferierte Zell-Reporter-Gen mit einem Vektor dient nicht nur der
Uberwachung des Tumorwachstums, sondern auch schon friih der Kontrolle, ob die
humanen Tumorzellen nach orthotoper Xenotransplantation in der Maus
angewachsen sind. Eine Expression des Reportergens ist nur in lebenden Zellen

maoglich.

PancTul

Die Zelllinie PancTul (s.Abb. 5B) stammt aus einem humanen duktalen
Pankreaskarzinom. Es wurde festgestellt, dass die PancTul-Zellen einen
chemoresistenten, anti-apoptotischen Phanotyp im Zusammenhang mit erhéhter NF-
kappaB-Aktivitat haben (Sipos, B. et al., 2003; Kalthoff, H. et al., 1993).

Pancl
Pancl-Zellen (s.Abb. 5C) entsprechen einer epitheloiden Zelllinie, die aus einem

humanen malignen Pankreaskarzinom stammt (Sipos, B. et al., 2003) Die Zelllinie
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wurde zum ersten Mal in Jahr 1975 von der Arbeitsgruppe Lieber erwéhnt (Lieber, M.

et al., 1975).

Kif-5

Die Vorhautfibroblastenzelllinie Kif-5 wurde im

Tumorforschung, Sektion fir Molekulare Onkologie etabliert und beschrieben

(Kapischke, M. et al., 2005).

2.1.4. Material fur Histologie

Kits
Dako REAL™ APAAP Immunocomplex (APAAP)

EnVision™ G|2 Doublestain System, Rabbit/Mouse
(DAB+/Permanent Red, Code K5361)
LSAB+ System-HRP Kit (Code K0679)

Mouse Dako REAL™ Detektion System (K5000)

Antikodrper

Monoklonaler, muriner Antikdrper Zytokeratin (Klon KL1,
DakoCytomation)

Monoklonaler, muriner Ki-67 Antikérper (Klone MIB-1,
DakoCytomation)

Allgemeine Reagenzien
Antibody Diluent

Aceton

Eosin flr die Mikroskopie
Essigsaure 96%

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)

Institut fuir Experimentelle

Bezugsquelle
Dako, Glostrup,
Danemark
Dako, Glostrup,
Danemark
Dako, Glostrup,
Danemark
Dako, Glostrup,

Danemark
Bezugsquelle

Dako, Glostrup,
Danemark
Dako, Glostrup,

Danemark

Bezugsquelle
Dako, Glostrup,

Danemark

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
PAN Biotech GmbH
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Methanol
Natriumchlorid (NacCl)
Saure Hamalaunlosung nach Mayer

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

Wasserstoffperoxid (2 % H,0,)

Verbrauchsmaterialien
0,5 % Tween

Aquatex®

CryoPure Gefal, 1,8 ml

Deckglaser 24mm x 50mm

DePex®

Einbettmedium Jung®

Eosin
Fettstift, Dako Pen®

Glaspipetten

Mayers Hamalaunlésung

Objekttrager, SuperFrost Plus
Paraformaldehyd-L6sung

Protein Block Serum-Free

PC-Programme fir die statistische Auswertung

GraphPad Prism 4°®
WinLight 32-Software® von NightOWL Il LB 983

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Dako, Glostrup,

Danemark

Bezugsquelle
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sarstedt AG & Co,
NUmbrecht
Menzel-Glaser,

Braunschweig

Leica Microsystems
GmbH, Nussloch
Merck, Darmstadt
Dako, Glostrup,
Danemark

Sarstedt AG & Co,
NUmbrecht

Merck, Darmstadt
Menzel-Glaser,
Braunschweig

Dako, Glostrup,
Danemark

Serva Elektrophoresis
GmbH
Bezugsquelle

San Diego, USA
EG&G Berthold, Bad
Wildbad
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2.2. Tierversuche

In dieser Arbeit wurde mit einem murinen orthotopen Pankreaskarzinommodell
versucht, die Mechanismen des Krankheitsverlaufs zu erforschen, um neue

Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.

Hierzu imitieren wir zwei klinische Situationen. In einer verbleibt der Primartumor in
situ (palliative Therapiesituation) und in der anderen wurde eine subtotale
Pankreatektomie, entsprechend einer kompletten RO-Resektion (kein Resttumor
mikroskopisch vorhanden), durchgeftihrt. Durch die Resektion des Primartumors war
es moglich, eine Situation zu simulieren, in der die adjuvante und palliative
Chemotherapie untersucht werden konnte. Nach der Laparotomie wurde eine post-
operative Schmerztherapie angewendet. Bei auftretenden Komplikationen wie
Kachexie, Vitalitatsverlust oder einer Gewichtsreduktion um mehr als 20 % wurde die

sofortige Euthanasie durchgefihrt.

2.2.1. Tiere

Die Tierversuche werden an funf Wochen alten, weiblichen SCID-bg Mausen des
Stammes C.B.-17/IcrHsd-Prkdc-scidLystbg SCID/SCID beige/beige durchgefiuhrt
(Abb. 57 A).

Der Genehmigungsantrag wurde beim Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume (MELUR) des Landes Schleswig-Holstein gestellt und
dort unter der Nr. V312-72241.121-17 (28-3/09) geflhrt.

Die Tierversuche wurden in der zentralen Tierhaltung des Universitatsklinikums

Schleswig-Holstein, Campus Kiel durchgefihrt.

2.2.2. Tierhaltung

Die gelieferten 3 — 4 Wochen alten Tiere (s. Abb. 57 A) wurden in sterilen Kafigen bei
22°C £ 2°C und 55 = 10 % relativer Luftfeuchtigkeit im S1-Labor der zentralen
Tierhaltung des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel gehalten.
Gemal} den Tierschutzvorschriften wurde im Tierhaltungsraum eine ,12h Licht- und

12h Dunkelphase® eingehalten. Futtermittel, Trinkwasser und Kafige wurden
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autoklaviert, so dass definierte hygienische Verhéltnisse (spezifisch pathogen frei
nach FELASA-Richtlinien) gegeben waren. Die Mause wurden in Makrolonkéfigen
des Typs Il mit Filtertops in Lamina-Flow-Schranken (Scanbur, D&nemark) in
Gruppen bis zu 4 Tieren gehalten. Es wurde zweimal pro Woche eine Gewichts- und
Vitalitatskontrolle  durchgefuihrt.  Zur Vermeidung eines Einflusses durch
Transportstress bei der Anlieferung der Tiere auf die Ergebnisse, wurde eine Periode
von 7-10 Tagen zur Adaptation an die neuen Bedingungen eingehalten, dann erst

wurden die Versuche durchgefihrt.

2.2.3. Vorbereitung der Zellinjektion

|T|\/|

Fur die Vorbereitung der Zellinjektion wurde von BD Matrigel ™ eine Basalmembran

I™ wurde auf Eis

Matrix fUr die Suspension der Tumorzellen verwendet. Das Matrige
vorbereitet. Die Pipettenspitzen und die Insulinspritzen wurden kalt gelagert. Die
Pankreaskarzinomzellen wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert (Details siehe
Pkt. 2.5.) und trypsiniert. Die Zellsuspension wurde bei 1420 rpm flr 4 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und in einer
Neugebauer-Zahlkammer gezahlt. 1 x 10° Zellen wurden in EppendorfgefaRen
aliquotiert und bei 1420 rpm 4 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert und der
Uberstand vollstandig abgesaugt. Danach wurde standig auf Eis gearbeitet. Auf 1 x

10° Zellen wurden 30 pl Matrigel™

gegeben, gemischt und in eine Insulinspritze
pipettiert. Die Spritzen mit den Zellen wurden auf Eis gelagert, da bei einer
Temperaturerhthung das Matrigel™ fest wird, was ein Injizieren unméglich macht.
Beim Aufziehen der Spritzen war darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen in der

Zellsuspension bilden.
2.2.4. Anasthesie

Alle Injektionsnarkotika werden unter sterilen Bedingungen in einer Mischspritze
aufgezogen und als Kombinationsnarkose intraperitoneal appliziert:
e Midazolam (1 mg/ml) in der Dosierung: 5 mg/kg KGW
e Fentanyl (0,05 mg/ml) in der Dosierung: 0,05 mg/kg KGW
e Dormitor® (Medetomidin, 1 mg/ml) in der Dosierung: 0,5 mg/kg KGW .
Die Narkosedauer dieser Injektionsanéasthesie betragt ca. 50 min.
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2.2.5. Orthotopes Xenotransplantationsmodell und Pankreatektomie des
Pankreaskarzinoms (Resektionsmodell)

Ein murines orthotopes Xenotransplantationsmodell des Pankreaskarzinoms besteht
aus einer Tumorzellinjektion in den Pankreaskorper einer immundefizienten (SCID)
Maus (s. Abb 57 B, C, D im Anhang). Dies fuhrt nach einiger Zeit zu einer
Tumorentwicklung und entspricht einer palliativen Situation bei einem inoperablen
Patienten. Durch die subtotale Pankreatektomie ist es mdglich eine klinische
Situation nach der kompletten Primartumorresektion (RO-Resektion) zu simulieren,
so dass mit diesem Modell eine adjuvante Therapie durchgefihrt werden kann. Beide
Tiermodelle helfen unterschiedliche klinische Situationen zu erforschen (Tepel, J. et
al., 2004; Tepel, J. et al., 2006).

Orthotope Tumorzellinokulation (murines orthotopes Xenotransplantations-
modell)

Narkotisierte Tiere wurden vor der Operation gewogen und rasiert. Bei der Operation
wurde immer kontrolliert, dass die Tiere nicht auskihlen. Die Cornea wurde mit Hilfe
von Bepanthen® - Salbe abgedeckt. Die OP-Flache wurde zunéchst rasiert und dann
sorgfaltig mit Kodan®- Spray desinfiziert. Die Tiere wurden in Riickenlage fixiert. In
der Linea alba erfolgte erst ein ca. 10 mm langer Hautschnitt, danach ein
Bauchdeckenschnitt. Nach der Magenvorlagerung wurde der Pankreaskorper mit
einem feuchten Wattetrager fixiert und die Tumorzellsuspension (1 x 10° Zellen in 30
pl Matrigel) unter die Kapsel im Bereich des Duodenums langsam orthotop injiziert
(Tepel, J. et al., 2004; Liu, J. et al., 2006). Die Kanile wurde einen Augenblick im
Pankreasgewebe belassen, damit das Matrigel sich erwdrmen und ausharten konnte.
Dadurch bildet sich eine Matrigelkugel im Pankreasgewebe und ein Herausflie3en
der Zellen wird so verhindert (s. Abb. 57 B-D im Anhang). Die Bauchdecke und die
Haut wurde zweischichtig mit fortlaufender Naht mit Vicryl® 6-0 verschlossen. Nach

einer Ohrenmarkierung wurden die Tiere in Gruppen eingeteilt.
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Subtotale Pankreatektomie und Resektion eines Pankreaskarzinoms
(Resektionsmodell)

Die Resektion eines Pankreaskarzinoms erfolgte 10 Tage nach der Zellinokulation.
Der initiale Teil der OP erfolgte wie eben beschrieben. Nach der Magenvorlagerung
wurde der vor 10 Tagen gesetzten Tumor (4-5 mm grof3er) entdeckt, dann vorsichtig
ligiert und vollstandig abgesetzt (s. Abb. 57 E im Anhang). Die Bauchdecke und die
Haut wurde zweischichtig mit fortlaufender Naht mit Vicryl 6-0 verschlossen (Tepel, J.
et al., 2006).

2.2.6. Postoperative Phase

Nach der Operation wurden die Tiere stabil gelagert, um innere Blutungen zu
vermeiden. Die operierten Tiere wurden gegen Schmerzen mit Buprenorphin
(Temgesic®) in der Dosierung 0,1 mg/kg KGW subkutan alle 8 Stunden tber 2 Tage

und mit 0,5 ml einer 5 % Glucose- Losung in der Dosierung 0,5 ml pro Tier (ca. 20 g)
versorgt. 50 Minuten nach der Narkoseeinleitung wurden diese mittels subkutan

applizierter Antagonisten antagonisiert.

Antagonistvorbereitung :

Alle Medikamente werden unter sterilen Bedingungen in einer Mischspritze
aufgezogen und subkutan appliziert.

e Anexate® (Flumazenil, 0,1 mg/ml), in der Dosierung: 0,5 mg/kg KGW

e Naloxon (0,4 mg/ml) in der Dosierung: 1,2 mg/kg KGW

e Antisedan® ( Atipamezol, 5 mg/ml) in der Dosierung: 2,5 mg/kg KGW

2.2.7. Sektion

Die Tiere wurden narkotisiert (wie in Pkt. 2.2.4. beschrieben) und getttet. Die
getoteten Mause wurden auf den Ricken gelegt und fixiert. Das Abdomen wurde auf
der Linea alba getffnet. Die entnommenen Gewebe: Tumor, zu erkennende
Metastasen, Leber, Pankreas, Nieren und Milz wurden makroskopisch betrachtet,
vermessen, gewogen und in Einbettmedium in 1,8 ml NuncRohrchen in flissigem
Stickstoff gelagert. Die pathologischen Befunde wurden protokoliert und
fotodokumentiert (s. Abb. 57 F, 60 im Anhang).
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Die manuelle Messung des Tumorvolumens erfolgte nach der Ellipsoidformel:
Tumorlange (mm) x Tumorbreite (mm) x Tumortiefe (mm)
2

Tumorvolumen (mm?) =

2.3. Bildgebende Verfahren

2.3.1. Lumineszenzmessung mittels optischer Kammer

Die in unserem Versuch verwendete Biolumineszenz ist eine natirlich vorkommende
Reaktion, die durch das Enzym Luciferase die Oxidation von Luciferin katalysiert
(Jenkins, D. E. et al.,, 2003(2)). Die Biolumineszenz-Bildgebung wurde fir viele
Mausmodelle in der Krebsforschung verwendet, zum Beispiel in einem
Prostatakrebsmodell (Jenkins, D. E. et al., 2003(1)), einem Lymphomamodell (Shu,
S.T. et al., 2007), einem Leberkarzinommodell (Wang, Y. et al., 2007), einem
Nierenzellkrebsmodell (Yuasa, T. et al., 2005), einem Fibrosarkommodell (Wu, C. C,.
2010), einem Glioblastommodell (Dinca, E.B., et. al., 2007) auch fur den Nachweis
von Lebermetastasen im vivo-Modell (Smakman, N. et al., 2004). Das Licht
emittieren nur lebensfahige Tumorzellen im Lumineszenz-Imaging, dies hat den
Nachteil, dass die Information Uber einen nekrotischen Tumor nicht vollstadndig wurde
(Chishima, T. et al., 1997).

Durch das optische Verfahren bekommt man funktionelle Informationen Uber den
Zustand der Tumorzellen durch steuerbare Lumineszenz-Reportergene (Abb. 6, 7).
Diese Methode wird verwendet, um bei der Tumorzellinokulation oder bei anderen
Formen der Transplantation festzustellen, ob die Transplantation gelungen ist. Wenn
ein optisches Signal sichtbar wird, sind die markierten Zellen vorhanden. Das Prinzip
.wenn ein Signal erscheint, sind Tumorzellen (Metastasen) vorhanden® verbessert
die diagnostische Detektion von Tumoren und deren Metastasen. Man bekommt
mehr Informationen in vivo Uber die Tumorentwicklung und die therapeutische

Wirkung eines neuen Medikaments (Abb. 9).

Zur Herstellung der Biolumineszenz ist die Verwendung von Luciferin nétigt, welches
in Anwesenheit von Luciferase ein solches Signal emmitiert. Die Zelllinie
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PancTulLuc liegt als stabil transfizierte, das Enzym Luciferase exprimiernde Variante
vor und gibt in der Zelle 15 min nach einer Injektion von D-Luciferin (s. Abb. 6, 7)
(Xenogen Corporation, USA, 10 pl/g KGW) ein Signal ab. Dies erlaubt eine
Lumineszenzmessung der Zellen und der Tumoren in situ mit der optischen NightOwl
Kammer LB 983 (EG&G Berthold Technologies, Bad Wildbad).

Recombinant Firelly
’/ ~ HO COOH Luciferase ~0 0~
i\ pcsrg\;;clfpm HI]J m—{j WP, T \O@—(‘;ﬂ/ +AMP4PP4CL w
\\‘ / Beetle Luciferin Oxyluciterin
\---/ Xiel - 139+ €

Abb. 6: Die Luciferase bewirkt in Gegenwart von Sauerstoff und ATP das Leuchten
von D-Luciferin (hach www.enzyklo.de/Begriff/Luciferase abgebildet)

Luciferase, Cofaktoren . ke ~10°s™
L > > | —— <> P+hv
2

Abb. 7: Luciferine werden durch Luciferase unter Verbrauch von Sauerstoff
umgesetzt, wodurch ein Molekiil in den elektronisch angeregten Zustand P* libergeht.
Nach einer kurzen Lebenszeit wird ein Photon emittiert, und das angeregte Molekil
P* gelangt wieder in den Grundzustand P. Dabei wird ein Lichtquant (hv) emittiert
(nach www.de.wikipedia.org/wiki/Luciferin abgebildet).

Das in vivo Imaging System NightOwlll LB 983 von Berthold Technologies (Abb.62)
verfligt Uber hdchst sensitive CCD-Kameras (16-bit, gekihlt auf -80°C). Das Gerat
enthalt eine beleuchtete CCD-Kamera (2184 x 1472 Pixel), die sich in einem
gekunhlten, lichtdichten Gehause befindet. Die Anregungsquelle ist ein Ringlicht fur

die eingesetzte Auflicht-Beleuchtung und lasst sich individuell einstellen.

D-Luciferin wurde in der Menge 10 pl/g KGW in die narkotisierte Maus intraperitoneal
injiziert. Nach 15 Minuten wurde die Maus in die optische Kammer der NightOwil
gelegt (Abb.62). Zunachst wurde ein Bild gemacht, um die Lage der Maus in der
Kammer zu dokumentieren. Zur Anregung wurde ein 550 nm Filter und fur die

Emission 605 nm verwendet. Als Belichtungszeiten wurden 2 Sekunden und 1
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Minute ausgewahlt (s. Abb. 8).

* Digtue
* Qeamily
o LyChwwe

MIS™ lemapng Systen

Abb. 8: Nach einer Injektion von D-Luciferin (10 pl/g KGW) emitiert die Luciferase
Photonen. Dies erlaubt eine Lumineszenzmessung der Zellen in situ mittels der
optischen Kammer.

Mit der WinLight 32-Software wurden Signale aus dem Lumineszenz-Bereich
berechnet. Die Signale wurden in ph/s gemessen. Die Lumineszenzbilder wurden
von der Software WinLight mit dem Kontrollbild vom selben Tier Uberlagert (s. Abb.
9).

Das Signal aus der NightOwl I&sst sich auf folgende Weisen auswerten:

« Summe Graustufenwert (Sum Grey);

» Graustufenwert bezogen auf die Flache (Mean Grey);

* Flache.

In der Arbeit werden Mean Grey Werte (Graustufenwert bezogen auf die Flache,

cts/mm?s) prasentiert.

A B C D

Abb. 9: Die Entwicklung eines Pankreastumors in situ, Lumineszenzmessung: am
postoperativen Tag 7 (A); am postoperativen Tag 12 (B); am postoperativen Tag 17
(C); am postoperativen Tag 21(C).
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2.3.2. Kleintierultraschall

Die nicht invasiven Mikro-Ultraschall-Eigenschaften (wie die Schmelzverfahren und
Breitband) erlauben fast fur jede klinische Anwendung die Frequenzwahl. In unserer
Studie wurde das Hochfrequenz-Kleintierultraschall von VisualSonics Vevo® 770
Imaging System (Toronto, Canada) angewendet, welches eine Auflésung von 30 pum
besitzt.

Fur die Arbeit wurde der Schallkopf RMV706 (20-60 MHz) verwendet (s. Abb. 58).
Die Aufnahmen wurden in sagittaler und transversaler Richtung bei 100 pm

regelmafigen Abstanden aufgenommen (s. Abb. 10).

B

Abb.10: Unterschied bei sagitalen und transversalen Ultraschallaufnahmen einer
Harnblase: Sagitalaufnahme (A); Transversalaufnahme (B).

Nach einer 3D-Bildaufnahme durch VisualSonics Vevo® 770 Imaging System wurden

die Tumore mit Hilfe der Vevo®-Software volumetriert (s. Abb.11).
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Abb. 11: Ultraschall-lmaging von VisualSonics Vevo® 770 Imaging System (Toronto,
Canada): 3D-Tumoraufnahme (A); ein mit Hilfe der Vevo®-Software volumetrierter
Tumor (B).

Fur die regelmaBig durchzufiihrenden Untersuchungen (Sonographie und
Lumineszenzmessung) wurden die Tiere ebenfalls mittels der bereits beschriebenen
Methode narkotisiert (s. 2.2.4.). Die Untersuchungsdauer betragt fur die
Ultraschalluntersuchungen ca. 20 min  (Abb. 58, 59) wund fir die

Lumineszenzmessung in der NightOwl ca. 30 min.

2.4. Histologie

2.4.1. Gewebeaufarbeitung

Nach der Sektion wurde eine Kryofixierungsmethode verwendet. Die entnommenen
Organe (Tumor, Metastasen, Leber, Pankreas, Nieren und Milz) wurden mit dem
Einbettmedium in 1,8 ml NuncRohrchen in flissigem Stickstoff gelagert und danach

in eine -80°C - Tiefkiihltruhe umgelagert.

In einem Mikrotom-Kryostat HM 500 OM befindet sich eine Gefrierkammer, in der die
Temperatur in einem Bereich von -10 bis -60°C konstant bleibt. Fur jedes Gewebe
wurde eine individuelle Temperatur auf dem Objekttrager und in der Kammer

eingestellt. Es wurden verschiedene Temperaturen flir unterschiedliche Gewebe
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empfohlen, z. B.:

- Bereich A-10 bis -20°C: Leber, Niere, Milz, Lymphknoten

- Bereich B -20 bis -30°C: Lunge, Pankreas, Muskel, Nebennieren
- Bereich C -30 bis -60°C: Fettgewebe

Die Gewebeschnitte wurden in ca. 4-5 um Starke hergestellt und auf den
Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager wurden tber Nacht bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Danach wurden die Objekttrager in einem Kunststoffoehalter unter
Vakuum (-0,6 bar) in Kunststoffbeutel eingeschweift und anschlieRend bei -20°C
gelagert. Zur Analyse wurden die Gewebeschnitte eine Stunde bei Raumtemperatur
aufgetaut, getrocknet und entsprechend der Fragestellung gefarbt.

2.4.2. Hamalaun-Eosin-Farbung

Das Prinzip der HE-Farbung besteht darin, dass Hamalaun alle sauren Strukturen
blau farbt. Eosin ist ein saurer Farbstoff, der alle acidophilen bzw. basischen
Strukturen rot farbt. Ergebnis einer HE- Farbung ist, dass die basophilen
Zellstrukturen z. B. Kerne blau und basischen (eosinophilen) Strukturen wie
Zytoplasmaproteine das Zytoplasma rot erscheinen. Um morphologische
Gewebestrukturen zu erkennen, wurde eine HE-Farbung durchgefuhrt.

Aufgetaute Schnitte wurden 7 Min in Aceton fixiert und 10 Min getrocknet, dann kurz

in Aqua dest. rehydriert.

Durchfiihrung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung:

1) 2 Min Hamatoxylin
2) mit Aqua dest. spilen
3) 1 Minin 1% HCIlin 70 % Alkohol differenzieren
4) 5 Min mit Leitungswasser, dann kurz mit Aqua dest abspulen
5) 1 Min Eosinlésung (1 % Eosin in 50 % Alkohol)
6) schnell in aufsteigender Alkoholreihe 70 % - 96 % - 100 % entwassern
7) 5 Min Xylol-Alkohol 1:1
8) 5 Min Xylol
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9) Eindeckeln mit DePex

2.4.3. Immunhistologische Farbung

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung ist eine Antigen-Antikorper-
Reaktion. Die Proteine (Antigene) werden mit Hilfe von Antikdrpern sichtbar gemacht.
Der Antikorper, der an ein Antigen (Epitop) bindet, wird als ein Primarantikdrper

bezeichnet.

In dieser Arbeit wird mit Hilfe der immunochemischen Farbetechnik das
Proliferationsvorkommen mit dem Zellzyklus-Marker Ki-67 in mit Zytokeratin (KL 1)-
markiertem Humangewebe in experimentellen, orthotopen Tumoren untersucht. Fur
die Einzelfarbungen von KL 1 und Ki-67 wurde die Meerrettichperoxidase-Methode
und fur die Doppelfarbung (KL 1 & Ki-67) wurde eine simultane Verwendung von

Alkalischer Phosphatase und Meerrettichperoxidase verwendet.

Ki-67-Protein

Das Antigen Ki-67 ist ein nukleares Protein mit einem Molekulargewicht von 395 und
345 kDa und wurde als ein ,Proliferationsmarker“ bekannt (Schluter, C. et al., 1993).
Das Ki-67 Antigen wird wahrend aller aktiven Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2-Phase)
im Zellkern und wahrend der Mitose meistens an der Oberflache der Chromosomen
mit der Immunfarbung nachgewiesen. Man beobachtete, dass Ki-67 wahrend der G1-
Phase auch extranuklear vorkommt (Bridger, J. M. et al., 1998), wodurch bei den
teilungsaktiven Zellen phasenabhangig eine starke Kern- oder teilweise auch eine
Zytoplasmafarbung vorhanden ist. Die Zellen in der GO-Phase werden nicht markiert,
da in ruhenden Zellen das Ki-67-Protein fehlt (Scholzen, T. und J. Gerdes, 2000).
Routineméal3ig werden Ki-67 Protein-Antikorper in der Diagnostik humaner Tumore
benutzt. Ki-67-positive Tumorzellen korrelieren oft mit dem Kklinischen Verlauf der
Krebserkrankung (Scholzen, T. und J. Gerdes, 2000).

In dieser Arbeit wird fir die Markierung des Ki-67-Proteins der monoklonale, murine
Ki-67-Antikorper (Klon MIB-1) verwendet. Man erstellt und ermittelt mit dem Ki-67-
Antikorper einen Markierungsindex proliferierender Zellen im Gewebe (Gerdes, J. et
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al., 1992; Cattoretti, G. et al., 1992).

Breitspektrumantizytokeratin (Klon KL 1)

In der Zytokeratingruppe sind mindestens 29 verschiedene Proteine spezifisch fur
epitheliale Zellen. Es gibt zwei Arten von Zytokeratinen: die Zytokeratine mit saurem
pH-Wert werden als Typ-l, basische oder neutrale als Typ-Il Zytokeratine bezeichnet.
Die Typ-II- Zytokeratine sind 8 kDa gréf3er als ihre Typ-I - Gegensticke (Kim, K.H. et
al., 1983; Moll, R., et al., 1982).

Der Antikorper Klon KL 1, ein Breitspektrumantizytokeratin, hat eine positive Reaktion
auf humanem epithelialem Gewebe (Thymus, Schilddrise, Bronchien, Magen und
Darm) und deren Neoplasien. Die immunhistologische Farbung von
Epithelkarzinomen zeigt ein intensives Reaktionsmuster mit Klon KL 1 (Fukushima,
S. et al, 1987). Der Antikdrper markiert die plattenepitheltypischen (humane
Zytokeratine mit einen MW von 52, 54, 56, 58, 65,5 und 68 kDa) und
zylinderepitheltypischen Polypeptide (humane Zytokeratine: MW 40, 45, 46, 48, 50
und 56 kDa) und zeigt damit ein sehr breites Spektrum (Ansai, S.l. et al., 1993).
Deswegen wird das Zytokeratin (Klon KL 1) in der Humanmedizin und in der
Forschung als Werkzeug fir die Tumoridentifikation und Klassifikation eingesetzt
(Chosia, M. A. et al., 1989).

Optimale Verdinnung des Priméarantikoérpers

Es wird eine optimale Arbeitsverdiinnung hergestellt und eine genaue Inkubationszeit
fur den Primarantikorper festgelegt. Bei einer optimalen Arbeitsverdiinnung wird der
Antikorper in einer Menge eingesetzt, mit welcher die Zellen/Schnitte eine klare
spezifische Farbung ohne Hintergrundfarbung erreichen. Dabei wurden die

Empfehlungen der Antikérperhersteller berticksichtigt.

Antikorper

In dieser Arbeit wurden folgende Primarantikorper verwendet:

Mit dem monoklonalen, murinen Zytokeratin Antikérper (Klon KL 1, DakoCytomation,
Glostrup, Danemark) gegen ein humanes Zytokeratin wurden humane epitheliale

Zellen nachgewiesen. Die empfohlene Verdinnung ist 1:100.
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Der monoklonale, murine Ki-67-Antikdrper (Klon MIB-1, DakoCytomation, Glostrup,
Danemark) wurde gegen humanes Ki-67-Protein, als Proliferationsmarker in den

humanen Zellen verwendet. Die empfohlene Verdinnung ist 1:80.

Als sekundarer Antikérper (anti-Maus und anti-Kaninchen) wurden von Dako REAL™
APAAP Immunocomplex (APAAP) und LSAB + System-HRP Kit (DakoCytomation,

Glostrup, Danemark) verwendet.

Kontrollen
In den Untersuchungen wurde das Verdunnungsreagenz des Antikérpers ohne
diesen als Negativ-Kontrolle einzusetzen verwendet. Die Kontrollfarbungen wurden

parallel zur spezifischen Farbung durchgefihrt.

Allgemeiner Ablauf der immunhistochemischen Farbung
Die immunhistochemische Farbung wurde bei einer Raumtemperatur von 20 - 25°C
durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Proben wahrend der Farbung nicht

austrockneten.

Die bei -20°C gelagerten und Vakuum-verschweissten Schnitten wurden 30 Min bei
Raumtemperatur aufgetaut. Die Schnitte wurden auf dem Objekttrager mit dem
Markierstift umrandet und anschlie3end fixiert. Um die freien Proteinbindungsstellen
zu Dblockieren, wurden die Schnitte zuerst 10 Min in 2 % PFA in PBS bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieend ein Mal in PBS gewaschen. Dann
wurden sie 7 Min in eiskalter Methanol-Aceton-L6sung fixiert und zwei Mal 5 Min in
TBS-T gewaschen. Um unspezifische Farbungen und Hintergrundfarbungen beim
immunhistochemischen Antigennachweis zu vermeiden, wurden die Schnitte mit
serumfreien Proteinblockingreagenz fir 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden die Farbungen (s. Protokollbeschreibung im Anhang)

durchgefihrt.
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2.4.4. Bearbeitung des zytologischen Materials

Runde Deckglaschen wurden autoklaviert. Dann wurde ein Deckglaschen pro Well in

12-Wellplatten unter sterilen Bedienungen gelegt.

Von PancTulLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen wurden je 1 x 10* Zellen pro Well auf
Deckglaschen mit RPMI 1640 Kulturmedium (10 % FCS) ausgesat und tber Nacht
im Brutschrank wachsen gelassen. Dann wurden die Zellen tber 24 h mit 3 pg/ml, 30
pg/ml, 300 pg/ml sCD95Fc, 10 pg/ml Infliximab und einer Kombination aus 30 pg/ml
SCD95Fc und 10 pg/ml Infliximab behandelt. Die Kontrolle wurde nicht mit
Therapeutika behandelt.

Die Deckglaschen mit angewachsenen Zellen wurden mit PBS zwei Mal gewaschen
und direkt im Well mit Methanol-Aceton (1:1) fixiert. Nach der Fixierung wurden die
Zellen auf dem Deckglaschen mit der LSAB-Methode (s. Protokollbeschreibung im
Anhang) gefarbt.

2.4.5. Mikroskopische Auswertung

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde die Zahl der

angefarbten Tumorzellen oder Zellkerne quantitativ ausgewertet.

Funf Gesichtsfelder des Schnittes wurden unter Verwendung einer 10- und 20-
fachen VergréRerung des Lichtmikroskopes angesehen und mit einer Digitalkamera
fotodokumentiert. Danach wurden die arithmetischen Mittelwerte und die
Standardabweichung der Ergebnisse einer Behandlungsgruppe (einer Farbeserie)

ausgerechnet. Die Gesamtzahl der gezahlten Objekte wurde prozentual bewertet.
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2.5. Zellkulturbedingungen bei der Kultivierung der Pankreaskarzinom-

Zelllinien

In der Arbeitsgruppe wurden die Zellkulturen regelmaf3ig auf Kontaminationen mit
Mykoplasmen getestet (PCR Mycoplasma Detection Set, TaKARa, Roche, USA), da

die Mykoplasmen in der Zellkultur die Zelleigenschaften verandern kénnen.

Fur die Zellkultivierung wurde Kulturmedium aus RPMI 1640 versetzt mit 10 % FCS,
2 mM L-Glutamin 1mM Natrium-Pyruvat und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
verwendet. Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) bestand 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 8,2 mM NaH2PO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2.

Die Zellkultivierung wird nur unter keimfreien Bedingungen durchgefiihrt. In 75 cm?
Zellkulturflaschen mit 10 % FCS/RPMI-1640 Kulturmedium wurde ca. 1x10° Zellen
ausgesat. Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO,-Gehalt (bei 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit) im Brutschrank kultiviert und taglich mikroskopisch kontrolliert. Das
Medium wurde zwei Mal wdchentlich ausgetauscht. Waren die Zellen zu ca. 80 %
konfluent gewachsen, wurden sie passagiert. Verbrauchtes RMPI-Medium wurde

verworfen und die toten Zellen mit Hilfe von PBS entfernt.

Zum Ablosen der Zellen wurde 10% iges Trypsin eingesetzt. Wenn die Zellen sich im
Brutschrank (bei 37°C und 5 % CO,) vollstdndig abgeldst hatten, wurden sie aus der
Flasche abpipettiert. Zu einem Teil der Zelltrypsinlésung wurden ca. drei Teile FCS-
haltiges RMPI1-1640 Medium zur Neutralisation des Trypsins dazupipettiert und 4 min
bei 1.420 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert, und das Zellpellet in RMPI-1640 Medium resuspendiert. Fur Versuche
wurde eine Zellzahlbestimmung durchgefiihrt und die bendtigte Zellmenge in eine

neue Zellkulturflasche mit frischem RMPI-1640 Medium ausgesat.

2.5.1. Kryokonservierung von Zellen

Einfriermedium bestand aus:
90 % FCS
10 % DMSO (Dimethylsulfoxid)
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Fur eine Kryokonservierung der Zellen wurden zu einem Zellpellet ca. drei Teile
Einfriermedium dazupipettiert und mit je 1 ml in 2 ml Kryoréhrchen resuspensiert. Die
geflllten Kryorbhrchen wurden 24 Stunden in speziellen isopropanolhaltigen
Einfrierboxen bei -80°'C gelagert und anschlieRend zur langeren Lagerung in

Stickstoff eingefroren.

2.5.2. Bestimmung der Zellzahl

Jeder in vitro-Versuch schlief3t eine Zellzahlung ein. Die Zellzahlbestimmung kann
entweder mit der Neubauer-Zahlkammer, oder mit einem elektronischen Zahlgeréat
(Casyton) durchgefuhrt werden.

Zahlkammer:

Die Neubauer-Zdhlkammer und das Deckglas wurden mit 70 % Alkohol gereinigt.
Danach wurde die Zahlkammer befeuchtet und das Deckglas leicht angedrickt, bis
man Newtonsche Ringe sieht. 10 ul der Zellsuspension wurde mit 10 ul 4 %-Trypan-
Blau-Losung versetzt, und 10 pl dieser Zellsuspension wurden in die Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Durch Trypan-Blau werden tote Zellen, deren Membran
durchlassig ist, blau-grau angefarbt. Lebende Zellen mit intakter Membran dagegen
bleiben ungefarbt. Um die durchschnittliche Zellzahl pro Milliliter zu berechnen,
wurde der Mittelwert der gezahlten Zellen in vier Grof3quadraten verwendet.

Die Zellzahl wurde pro 1 ml nach folgender Formel berechnet:
Zellen x 10* pro ml = Mittelwert der Zellen in vier GroRquadraten X

Verdiunnungsfaktor.

Zellzahlmessung mit dem Casyton-Zahlgerat

50 pl Zellsuspension werden in 5 ml isotoner Casyton-Salzldsung resuspendiert. Es
ist drauf zu achten, dass die Zellproben keine Luftblasen haben und frei von Schaum

sind. Vor dem Messbeginn durchlief das Gerat mehrere Reinigungszyklen.

2.5.3. Zellwachstumsuntersuchung

Die Wirkung von sCD95Fc, Infliximab (Remicade®) und die Kombination von
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Infliximab und sCD95Fc wurden auf PADC (Zelllinien PancTullLuc, PancTul und
Pancl) untersucht. Dafiir wurde eine bestimme Zellzahl (1x10° auf 6-Well-Platten) in
RPMI-1640 Kulturmedium mit 10 % FCS ausgesat und tber Nacht zum Anwachsen
bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Medium mit der notwendigen
Medikamentenkonzentration eingesetzt und verbrauchtes Medium ausgetauscht. Die
Zellen wurden fur unterschiedliche Zeitspannen bei 37°C inkubiert. Fir die
Auswertungen wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Alle behandelten Zellen
wurden mit Accutase abgelost und mit Medium (1:2) bei 1.420 rpm und
Raumtemperatur fir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellpellets in Medium resuspendiert. Die Zellzahl lebender Zellen der Kontrollgruppe

wurde mit verschiedenen Behandlungsgruppen verglichen.

2.6. Zellbiologische Testverfahren
2.6.1. Durchflusszytometrie (FACS)

Das Prinzip der FACS- Messung basiert ebenfalls auf einer Antigen-Antikorper-
Reaktion. Dabei wird fur den Nachweis von Oberflachen- und intrazellularen
Molekilen ein fluoreszenzmarkierter Antikorper verwendet. Bei Zellzyklus- und
Apoptoseanalysen wurde ein RNA/DNA- bindender Farbstoff (Propidiumiodid und
DAPI) eingesetzt. Die einzeln durch eine Kapillare gesaugten Zellen wurden im
Sensormodul mit einer bestimmten Wellenlange gemessen. Die von den Zellen
abgegebenen optischen Signale wurden mittels Photodetektoren nachgewiesen. Die
Starke des detektierten Fluoreszenzsignals ist proportional zur Menge an

gebundenem Antikorper.

Nach der durchflusszytometrischen Messung wurden die Ergebnisse in einer
Graphik, dem sog. Dot-Plot dargestellt, in dem jeder Punkt einer Zelle entspricht. Das
Vorwartsstreulicht (FSC, Licht im flachen Winkel) charakterisiert das Zellvolumen und
das Seitwartsstreulicht (SSC, Licht im rechten Winkel) die Zellgranularitat, die

Nukleusgrél3e und deren Struktur.
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2.6.2. ELISA

In dieser Arbeit basieren die durchgefuhrten ELISA (enzyme-linked immunosorbent
Assay) auf der gquantitativen Sandwich- Enzymimmunoassay-Technik. Es wurden
zwei spezifische Antikorper verwendet, die beide an unterschiedlichen Stellen am
Antigen binden. Mit dem Capture Antikorper wurde zuerst eine 96-Well-Platte
beschichtet und Uber Nacht inkubiert. Das Antigen aus der zugebenen Probe bindet
an den vorhandenen Antikdrper. Jede Probe wurde doppelt eingesetzt. Es wurde
parallel immer eine Standardkurve mit angesetzt. Nach jedem Inkubationsschritt
wurde die Platte mit einem vom Hersteller angebotenen Puffer gewaschen. Ein
Detektions-Antikorper bindet an ein anderes Epitop des Antigens, so entsteht ein
Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex, an den ein Enzym gekoppelt ist. Im
nachsten Schritt wurde ein Chromogensubstrat an das Enzym gebunden, was zu
einer Farbreaktion fihrt. Nach der im Kit angegebenen Zeit wurde die Farbreaktion
mit 2N H,SO,4 gestoppt und im Photometer gemessen.

Human CD95L
Um zu messen, ob humaner CD95L in den Zellkulturiiberstanden und Zelllysaten
vorhanden ist, wurde ein ELISA fir CD95L durchgefihrt.

Die Zelllinien PancTullLuc, PancTul und Pancl wurden in der Menge von 1x10°in 6-
Well-Platte Gber 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h mit RPMI-1640 Kulturmedium 10 %
FCS kultiviert. Nach den Inkubationen wurden die Uberstande eingesammelt, und die
Zellen jedes Wells gezahlt.

Der ELISA wurde mit dem ,Human Fas Ligand/TNFSF6 Immunoassay“ (R&D
Systems, Wiesbaden) durchgefuhrt. Kit-Reagentienvorbereitung und
Assaydurchfuhrung wurden nach den Angaben des Herstellers gemacht.

2.6.3. Zellproliferationsassay (EZ4U)

Fur das Zellproliferationsassay wurde ein EZ4U Kit (Biomedica, Wien, Osterreich)
verwendet. Zellproliferations- und Zytotoxizitdtstest werden verwendet, um
mitochondriale Aktivitaten in den ,behandelten® Zellen zu messen. Die

wasserloslichen  schwachgefarbten Tetrazoliumsalze diffundieren  durch die
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Zellmembran von lebenden Zellen und bilden ein intensiv rot geféarbtes

Formazanderivat. Vitale Zellen werden gefarbt und photometrisch bestimmt.

1x10* Zellen/Well wurden in einer 96-Well Mikrotiterplatte in 100 pl RPMI 1640-
Kulturmedium ausgesat und im Brutschrank (37°C und 5 % CO,) Uber Nacht
inkubiert. Danach wurde verbrauchtes Medium verworfen und 100 ul RPMI 1640-
Kulturmedium mit 10 % FCS hinzugeben. Nach der Behandlung und Inkubation tber
24 und/oder 48 Stunden wurde 10 ul EZ4U-Farbstofflosung (Substrat) zu 100 ul
Zellkultur zugegeben und 2 und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde
photometrisch bei 450 nm gemessen. Die Ergebnisse aus verschiedenen
Behandlungsgruppen wurden mit der Kontrollgruppe verglichen.

2.6.4. Vitalitatsassay (Kristallviolett Assay)

Im Assay wurde die relative Dichte von wachsenden Zellen nach der Behandlung
photometrisch gemessen. Die nach der Behandlung gestorbenen Zellen verlieren
ihre Adhérenz und werden mit einem Waschschritt entfernt. Die Nuklei von
vebliebenen adhéarenten Zellen nehmen das Kristallviolett auf. Danach wurden die

Zellen mit Methanol lysiert und photometrisch gemessen.

Dieser Assay wurde in 96-Well-Platten mit verschiedenen Zellzahlen, mit den
Zelllinien PancTulLuc, PancTul und Pancl mit Therapeutikabehandlungen
durchgefiihrt. Die Zellen wurden (1x10*Well) in 96-Well-Platten ausgesat und uber
Nacht mit 10 % FCS-Medium kultiviert. Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt
und mit 100 pl Therapeutikumansatz (3 pg/ml, 30 pg/ml, 300 pug/ml von sCD95Fc, 10
pg/ml von Infliximab und einer Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml
Infliximab) im Medium mit 0,5 % FCS auf die Zellen fir 24 h, 48 h, 72 h gegeben.
Nach diesen Inkubationen wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. 50 pl/Well Kristallviolett-L6ésung wurde fiir 30 min hinzupipettiert. Danach
wurde die Kristallviolett-Losung komplett abgesaugt und 3-4 Mal mit Aqua dest.
gewaschen. Uber Nacht wurde die Platte bei Raumtemperatur vollstandig getrocknet.
Anschlielend wurden 200 ul Methanol in jede Vertiefung gegeben, mit dem Deckel
vergeschlossen und fur 30 min bei Raumtemperatur geschittelt (bis der Farbstoff
vollstandig gelost war). Die optische Dichte wurde bei 590 nm mit einem Photometer

58



Material und Methoden

bestimmt. Um die Wirkung einer spezifischen Behandlung festzustellen, wurden die

Ergebnisse von Kontrollgruppen mit behandelten Gruppen verglichen.
2.6.5. Tumorzellinvasionsassay

Das Prinzip des Assays ist es, die Invasion von Tumorzellen durch eine und/oder
Verdauung einer Fibroblasten-Schicht zu bestimmen. Die mit DMSO getoteten,
fixierten Fibroblasten wurden mit Trypan-Blau angefarbt. Das invasive
Tumorzellpotential entspricht in Anzahl und GroRe der ungefarbten Regionen,

sogenannter ,verdauter Locher®, in der blauen Fibroblastenschicht.

Die Fibroblasten, Typ KiF-5 (2,5 x 10° Zellen/Well) wurden in einer 24 Well-Platte mit
Medium, welches 10 % FCS enthalt, ausgesat. Nach 4 Tagen im Brutschrank (37" C
und 5% CO,) wurden die Fibroblasten mit 200ul DMSO pro Well fur eine Stunde
inkubiert, wodurch diese getotet wurden. Die abgettteten Fibroblasten wurden 3 — 4
Mal mit PBS gewaschen (Kapischke, M. et al., 2008).

Fur die Zellzahloptimierung wurde erst ein Vorversuch mit verschiedenen Zellzahlen
ohne Behandlung durchgefiihrt. Die Zelllinien PancTullLuc, PancTul und Pancl
wurden mit einer Zellzahl von 5 x 10°, 2 x 10%, 1 x 10° Zellen pro Well ausgesat. Der
Vorversuch wurde erst ohne Behandlung der Zellen nur mit Medium durchgefihrt. Es
wurden jeweils 2 ml Medium mit 0,5 % FCS oder mit 10 % FCS pro Well
hinzugegeben und im Brutschrank (37°C und 5 % CO,) 24 h inkubiert. 100 pl 0,2 %
Trypan-Blau wurden je Well dazupipettiert und nach 30 min Inkubation mit PBS

gewaschen. 1 ml PBS wurde in jede Vertiefung gegeben und jedes Well fotografiert.

Nach der Zellzahloptimierung wurden die Tumorzellen in mit einer ,Fibroblasten-
Schicht“-vorbereitete 24-Well-Platte ausgesat. Die Behandlung wurde Uber 24 h, 48
h, 72 h im Medium mit 0,5 % FCS mit sCD95Fc in den Konzentrationen von 3 pg/ml,
30 pg/ml, 300 pg/ml und in Kombinationstherapie aus 10 pg/ml Remicade®und 30
pHg/ml sCD95Fc, sowie einer unbehandelten Kontrolle durchgefiihrt. Dann wurde 100
pl 0,2 % Trypan-Blau je Well dazu pipettiert, und nach 30 min Inkubation mit PBS
gewaschen. 1 ml PBS pro Well wurde dazugegeben und fotomikroskopiert. Die

Tumorzellinvasivitat entspricht der Grof3e der ungefarbten Regionen in der blauen
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Fibroblastenschicht (Trauzold A. et al. 2005). Fur die Auswertung wurde die Flache
der ungefarbten Regionen halbquantitativ abgeschatzt: ++++ sehr stark invasiv
(100%); +++ stark invasiv (< 75%); ++ mittelgradig (< 50%); + wenig invasiv (£ 25%);

- keine Invasivitat.

2.7. Statistische Analyse

Die Originaldaten der in vivo- und in vitro- Versuche wurden mit dem
Softwareprogramm Graph Pad Prism 4® (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
statistisch ausgewertet. Die Normalverteilung wurde mit dem D'Agostino und
Pearson-Test untersucht. Zur Testung auf signifikante Unterschiede zwischen zweli
Mittelwerten mit Normalverteilung wurde der Student's t-Test verwendet. Bei
normalverteilten Daten wurden Mittelwert und Standardabweichung (SD) als
Séaulendiagramm, Linien- und Streudiagramm dargestellt. Die Hohe der Saulen zeigt
die Mittelwerte und die Fehlerbalken/saulen die Standardabweichungen an. Zur
Ubersichtlichkeit wurden die Fehlerbalken nur in einer Richtung dargestellt.

Die nicht-normalverteilten Daten wurden als Box-Plot mit Median angegeben und mit
Mann-Whitney-U-Test (MWT) gepruft. Dadurch werden die Ergebnisse von
asymmetrisch verteilten Werten (Ausreil3ern) praktisch kaum beeinflusst. Die Box
wird durch einen Balken geteilt, der den Median widerspiegelt. Der Beginn der Box
wird durch die unteren 25% der Werte, und das Ende der Box durch die oberen 75%

der Werte (das 25. und 75. Perzentil) gekennzeichnet.

Die n-Zahlen beziehen sich auf die Anzahl der untersuchten Proben oder
gemessenen Tumoren. Das Statistikprogramm Graph Pad Prism 4° ermittelt bei der
Berechnung der Korrelation den dazugehdorige Signifikanzwert (p-Wert). Ein p-Wert
von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Drei wesentliche

Signifikanzniveaus wurden mit Sternchen ausgedruckt (1, 2 und 3 Sterne):

*** p-Wert < 0,001, hochst signifikant;

**: 0,001 2 p-Wert < 0,01, hoch signifikant;
*: 0,01 = p-Wert < 0,05, signifikant;

n.s.. p-Wert > 0,05, nicht signifikant.
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Mit der Korrelation lasst sich der Zusammenhang zwischen zwei Variablen
quantifizieren und wird somit von Graph Pad Prism 4® Programm (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) praziser untersucht. Die Korrelation wird durch ein
Bestimmtheitsmal3 von zwei Variablen, den Korrelationskoeffizienten r, beschrieben.
Das entsprechende statistische Verfahren zwischen den Variablen X und Y wird als
lineare Regression vorausgesetzt. Ein Zusammenhang zwischen den untersuchten
Werten wird jeweils in Wertepaaren beschrieben, dann erhalt man eine Punktwolke
in einer zweidimensionalen Graphik. Jedes Paar stellt hier einen Punkt dar, wobei ein
Wert auf der Abszisse (X-Achse) und der zweite Wert auf der Ordinate (Y-Achse)
aufgetragen werden. Die Werte der Korrelation kbnnen zwischen 1 und -1 sein. Bei
einem Korrelationskoeffizient > 0 besteht ein positiver linearer Zusammenhang
zwischen den betrachteten Variablen. Wenn der Koeffizient den Wert 0 aufweist,
hangen die beiden Variablen tGberhaupt nicht linear voneinander ab. Ein Wert < 0
kennenzeichnet einen negativen linearen Zusammenhang. Je héher die Korrelation
zwischen den beiden Variablen ist, desto naher liegt der Korrelationskoeffizient r an
1, je schwacher die Korrelation ist, desto naher liegt r bei 0. Die Starke der

Korrelation kann wie folgt kategorisiert werden:

EgtrrrZIga?ig?\skoeffizienten Magliche Interpretation

0 Keine Korrelation

+ 0 bis+0,2 Sehr schwache Korrelation
+0,2bis+0,4 Schwache Korrelation
+0,4 bis+0,6 Mittlere Korrelation

+0,6 bis+0,8 Starke Korrelation

+ 0,8 bisunter £ 1 Sehr starke Korrelation

1 Perfekte Korrelation
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3. Ergebnisse

3.1. Therapieverfahren und Behandlung der Tiere

Die Bindung des CD95-Liganden an seinen Oberflachenrezeptor kann eine grol3e
Rolle bei der Erhdéhung von Motilitat und Invasivitdt in Apoptose resistenten
Pankreastumorzellen spielen (Matsumoto, K. et al., 1995; Miwa, K. et al., 1998;
Tsutsui, H. et al., 1999; Trauzold, A., et al., 2005), weil das in vielen Tumorzellen nicht
zum apoptotischen sondern zum inflammatorischen Weg fuhrt (Matsumoto, R. et al.,
2007). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es durch das humane Idsliche
Fusionsprotein sCD95Fc (s. Abb. 12) mdglich ist, die Aktivierung von CD95 zu
kontrollieren und die Entzindungsmechanismen zu steuern, um ein Tumorwachstum

bzw. die die Ausbreitung zu minimieren.

Extrazellulare Doméane
des humanen
CD95-Rezeptors

Fc-Teil (modifiziert)
des humanen IgG

Abb.12: Molekulare Struktur des Fusionsproteines.

Der Inhibitor verhindert die CD95L-vermittelten Apoptose-Signalwege durch Blockade
des CD95L, so dass das CD95-System und damit auch der nicht-apoptotische

inflammatorische Signalweg inaktiviert wird (s. Abb. 13).
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mCD95-Li

sCD95Fc sCD95-Ligand

il

CD95

1

Trimerisation des Rezeptors

1

Signal

Abb.13: Wirkung des humanen, ldslichen Fusionsproteins sCD95Fc. Das humane,
I6sliche Fusionsprotein des sCD95Fc besteht aus der extrazellularen Doméane des
CD95-Rezeptors und der modifizierten (mutierten) Fc-Domane eines IgG-Antikorpers.

In unserer Arbeitsgruppe war bereits in vitro und in vivo gezeigt worden, dass ein

monoklonaler Antikérper mit murinen variablen Regionen und menschlichen 1gG1-

Isotyp (s. Abb. 14) gegen TNF-a eine starke Hemmung der Aktivitat der

Transkriptionsfaktoren NF-kappaB und AP-1 austbt. Dadurch wird eine Abnahme

von UuPA- und IL-8-Aktivitat entwickelt, was die Metastasenanzahl und das lokale

Wachstum reduziert (Scallon, B. et al., 2002; Egberts, J. H. et al., 2008). Infliximab

(Remicade®) wurde in dieser Arbeit als Vergleichstherapie eingesetzt.
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MuFrine _. \\ // TNF-a

Humane_
Fey

Infliximabh

A. B.

Abb. 14: Molekulare Struktur Infliximab (Remicade®): das Protein enthalt zu ca. 25 %
einen murinen (Maus) Anteil und zu ca. 75 % einen humanen Aminosaurenanteile (A)
(Moduliert nach Tracey et al.,, 2008). Infliximab bindet stabile Komplexe sowohl
Monomer- und Trimer-Formen des loslichen TNF (STNF). Uberschuss gegeniiber
TNF kann drei Molekile von Infliximab fur jeden TNF-Trimer binden (B) (Moduliert
nach Scallon, B. et al., 2002).

Es wurde eine Kombinationstherapie aus Infliximab (Remicade®) und sCD95Fc
eingesetzt, so dass gleichzeitig sowohl die Rezeptoren fir TNF-a als auch die fur
CD95L blockiert wurden (s. Tabelle 4).

3.2. Tierversuchsplanung

In_der ersten Phase wurden die adjuvanten und palliativen Behandlungsverfahren

an den Versuchstieren in insgesamt vier Behandlungsgruppen durchgefihrt. Der
Therapiebeginn erfolgte am postoperativen Tag 3 (POD 3) der orthotopen Injektion
von PancTullLuc- Tumorzellen bei der palliativen oder am postoperativen Tag 3 nach
Primartumorresektion bei der adjuvanten Therapie fur eine Zeitdauer von je 21
Tagen. Die geplanten Versuche wurden in zwei Phasen durchgefuhrt. Daflr wurden

insgesamt 144 SCID Mause bendtigt.

Durch eine Gruppengrof3e von 12 Tieren und 4 Gruppen ergab sich ein
Gesamteinsatz von 48 Tieren fur die erste Phase (je palliativen und je adjuvanten

Behandlungsverfahren, s. Tabelle 4):
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Gruppe 1 (n=12 Tiere, als Kontrollgruppe) wurde mit NaCl (10 ul/g KGW) im
7-tagigen Intervall durch i.p. Injektion entsprechend der Versuchsplanung
behandelt.

Die Tiere der Gruppe 2 (n=12 Tiere) erhielten sCD95Fc (100 pa/g KGW pro

Behandlung) durch i.p. Injektion im 7-tagigen Intervall.

Die Tiere der Gruppe 3 (n=12 Tiere) erhielten Infliximab (Remicade®, 10 pg/g
KGW pro Behandlung) durch i.p. Injektion im 7-tagigen Intervall.

Die Tiere der Gruppe 4 (n=12 Tiere) erhielten eine Kombination (,Kombi“) aus
sCD95Fc (100 ug/g KGW pro Behandlung) und Infliximab (Remicade®, 10
Hg/g KGW pro Behandlung) durch i.p. Injektion im 7-tagigen Intervall.
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Adjuvante Behandlungsverfahren Palliative Behandlungsverfahren
Tier- Art und Dauer Tier-
Gruppe Behandlung Dosis Art und Dauer der Gruppe Behandlung Dosis
zahl der Behandlung | zahl
Behandlung
10 pi/g . . 0u/g | .
Gruppe 1 | 0,9 % NacCl I.p., wochentlich | 12 | Gruppel 0,9 % NaCl I.p., wochentlich | 12
KGW KGW
100 pal/g 100 pa/a
Gruppe 2 sCD95Fc I.p., wochentlich 12 | Gruppe 2 sCD95Fc i.p., wochentlich | 12
KGW KGW
Infliximab 10 pg/g _ ) Infliximab 10 pg/g ) )
Gruppe 3 _ I.p., wochentlich 12 | Gruppe 3 ] I.p., wochentlich | 12
(Remicade®) KGW (Remicade®) KGW
Kombination 100 pal/g Kombination 100 pa/a
SCD95Fc + KGW + _ ) SCD95Fc + KGW + ) )
Gruppe 4 o I.p., wochentlich 12 | Gruppe 4 o I.p., wochentlich | 12
Infliximab 10 pg/g Infliximab 10 pg/g
(Remicade®) KGW (Remicade®) KGW

Tab. 4: Schematische Darstellung behandelter Gruppen bei den palliativen und adjuvanten Behandlungsverfahren in der ersten Phase des
Tierversuchsvorhabens.
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In der zweiten Phase wurden drei Pankreaskarzinomzelllinien PancTullLuc-,

PancTul- und Pancl- Zellen verwendet (s. Tabelle 5). Die Tiere wurden nur palliativ
behandelt. Die intraperitoneale Applikation von NaCl und sCD95Fc wurde drei Tage
nach der orthotopen Tumorzellinokulation ins Pankreas (am POD 3) begonnen und
erfolgte im 3-tagigen Intervall. Durch eine Gruppengréf3e von 8 Tieren und 6 Gruppen

ergab sich ein Gesamteinsatz von 48 Tieren fiir diese Phase:

PancTulLuc Zellen:

Die Tiere der Gruppe 1 (n=8 Tiere, als Kontrollgruppe) wurde mit NaCl (10 ul/g KGW)
im 3-tagigen Intervall durch i.p. Injektion behandelt.

Die Tiere der Gruppe 2 (n=8 Tiere) erhielten sCD95Fc (10 pg/g KGW pro

Behandlung) durch i.p. Injektion im 3-tagigen Intervall.

PancTul Zellen:
Die Tiere der Gruppe 3 (n=8 Tiere, als Kontrollgruppe) wurde mit NaCl (10 ul/g KGW)
im 3-tagigen Intervall durch i.p. Injektion behandelt.

Die Tiere der Gruppe 4 (n=8 Tiere) erhielten sCD95Fc (10 pg/g KGW pro

Behandlung) durch i.p. Injektion im 3-tagigen Intervall.

Pancl Zellen:

Die Tiere der Gruppe 5 (n=8 Tiere, als Kontrollgruppe) wurde mit NaCl (10 ul/g KGW)
im 3-tagigen Intervall durch i.p. Injektion behandelt.

Die Tiere der Gruppe 6 (n=8 Tiere) erhielten sCD95Fc (10 pg/g KGW pro

Behandlung) durch i.p. Injektion im 3-tagigen Intervall.
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Palliative Behandlungsverfahren

o _ Art und Dauer der ]
Gruppe Zelllinie Behandlung Dosis Tierzahl
Behandlung
Gruppe 1 | PancTullLuc 0,9 %NacCl 10 pl/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8
Gruppe 2 | PancTullLuc sCD95Fc 10 pg/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8
Gruppe 3 PancTul 0,9 % NacCl 10 pl/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8
Gruppe 4 PancTul sCD95Fc 10 pg/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8
Gruppe 5 Pancl 0,9 % NacCl 10 pl/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8
Gruppe 6 Pancl sCD95Fc 10 pg/g KGW | i.p., 3-Tage Intervall 8

Tab. 5: Schematische Darstellung behandelter Gruppen in der zweiten Phase des
Tierversuchsvorhabens (bei palliativem Therapieansatz bei orthotoper Inokulation der
PancTulLuc-, PancTul- und Pancl- Zelllinien).

Die Tiere konnen unter dem Wachstum der Tumore leiden, daher sind die
Tumorschmerzen als erheblich einzustufen. Bei evtl. auftretenden Komplikationen,
wie Kachexie, Vitalitatsverlust oder einer Gewichtsreduktion um mehr als 20 % war
die Euthanasie geplant. Zur Uberwachung wurden zweimal pro Woche eine

Gewichtskontrolle und eine Vitalitdtskontrolle vorgenommen.

Durchfihrung der palliativen Therapie

Den SCID Mausen wurden humane Pankreaskarzinomzellen PancTullLuc orthotop
ins Pankreas inokuliert (Tepel, J. et al., 2004; Liu, J. et al., 2006). Die palliative
Therapie erfolgte am dritten, postoperativen Tag (POD 3) fir eine Zeitdauer von 21
Tagen. Bei dem palliativen Therapieansatz wurden insgesamt drei Behandlungen am
POD 3, POD 10 und POD 17 nach einer orthotopen Zellinokulation durchgeftuihrt. Die
sCD95Fc-Dosis pro 3 Behandlungen enthalt ca. 300 pug/g KGW (oder 100 pg/g KGW
je Behandlung), insgesamt ca. 6 mg/Tier (s. Abb. 15, Tab. 4).
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Abb.15: Schematische Abbildung behandelter Gruppen bei dem palliativen
Therapieansatz im Pankreaskarzinommodell nach der orthotopen Inokulation der
humanen Pankreaskarzinomzellen PancTullLuc.

Durchfiihrung der adjuvanten Therapie

10 Tage nach der orthotopen Inokulation der humanen Pankreaskarzinomzellen
PancTulLuc erfolgte eine Relaporatomie mit subtotaler Pankreatektomie und eine
Resektion der inokulierten Tumore (Tepel, J. et al., 2006). Die intraperitoneale
Applikation erfolgte am POD 13 nach Zellinokulation oder POD 3 nach
Primartumorresektion und dauerte 21 Tage. Insgesamt wurden drei Behandlungen
am POD 3, POD 10 und POD 17 wie oben beschrieben durchgefihrt. Die sCD95Fc-
Dosis pro 3 Behandlungen enthalt ca. 300 pg/g KGW_ (oder 100 pg/g KGW je
Einzelbehandlung), insgesamt also ca. 6 mg/Tier (s. Abb. 16, Tab. 4).
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Abb.16: Schematische Abbildung behandelter Gruppen bei dem adjuvanten
Therapieansatz im Pankreaskarzinommodell nach der orthotopen Inokulation der
humanen Pankreaskarzinomzellen PancTullLuc.

Durchfiuhrung der palliativen Therapie bei orthotoper Inokulation der
PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zelllinien

Den SCID Mausen wurden humane Pankreaskarzinomzellen PancTulluc-,
PancTul- und Pancl- Zelllinien orthotop ins Pankreas inokuliert (Tepel, J. et al.,
2004; Liu, J. et al., 2006). Die palliative Therapie erfolgte am dritten, postoperativen
Tag (POD 3) fur eine Zeitdauer von 27 Tagen in den Gruppen mit den PancTulLuc-,
PancTul- Zellen und 34 Tagen in den Pancl-Gruppen. Bei dem palliativen
Therapieansatz wurden insgesamt sieben Behandlungen am POD 3, 7, 10, 14, 18,
21, 24 und neun Behandlungen in den Pancl-Gruppen auch POD 27, 30 nach einer
orthotopen Zellinokulation durchgefuhrt (s. Abb. 17, Tab. 5).
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Abb. 17: Schematische Abbildung behandelter Gruppen bei palliativem
Therapieansatz im Pankreaskarzinommodell mit PancTullLuc-, PancTul- und Pancl-
Zelllinien.

Die sCD95Fc-Dosis pro 7 Behandlungen enthalt ca. 70 pg/g KGW (oder 10 pg/g
KGW je Behandlung, Tab. 5).

3.3. In vivo-Untersuchungen bei der palliativen Therapie

3.3.1. Lumineszenzmessung

Durch das optische Verfahren der Lumineszenzmessung erhalten wir funktionelle
Informationen Uber den Zustand und die Entwicklung der mit einem Luziferase-
Reportergen transfizierten Tumorzellen und der entstehenden Tumore bei dem
palliativen Therapieansatz. Die Grafik (Abb.18) zeigt an, dass die Prim&rtumore
schon am POD 7 sichtbar waren (ca.1x10° cts/mm?s). Am POD 21 wurden die Tiere
der Kontrollgruppe (n=9), der sCD95Fc-Gruppe (n=10), der Kombinations-
therapiegruppe (n=11) und der Infliximabgruppe (n=12) vor der Sektion untersucht.
Im Laufe der Zeit steigen am POD 21 die Mean Grey-Werte bis ca. 300 % in der
Kontrollgruppe und bis ca. 240 % in der Infliximabgruppe an. Die erhaltenen
Lumineszenzwerte zwischen zwei Behandlungsgruppen bzw. Kontrollgruppen an
einem Messtag haben keinen statistisch signifikanten Unterschied aufgezeigt,
p = 0,05 (s. Abb. 18, 19). Aus diesem Grund ist es schwierig, die Reaktion der Mean

Grey-Werte auf experimentelle Therapeutika zu beurteilen.
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Abb.18: Die mittlere Helligkeit (Mean Grey) fur jedes Messfeld Uber die ganze Behandlungszeit in den Gruppen bei palliativem
Therapieansatz gemessen (Kontrollgruppe (n=9), sCD95Fc-Gruppe (n=10), Kombinationstherapiegruppe (n=11) und Infliximabgruppe
(n=12)). Es wurde die PancTullLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe ist nicht vorhanden (nach MW Test).
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Abb.19: Die mittlere Helligkeit (Mean Grey) fur jedes Messfeld in den Gruppen bei dem palliativen Therapieansatz prozentual berechnet
(Kontrollgruppe (n=9), sCD95Fc-Gruppe (n=10), Kombinationstherapiegruppe (n=11) und Infliximabgruppe (n=12). Die Berechnung von
100 % wurde auf die unbehandelte Kontrollgruppe am Tag 7 bezogen. Es wurde die PancTullLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet.
Abgebildet sind Mediane. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und Kontrollgruppe sind nicht
vorhanden (MW Test).
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3.3.2 Sonographie

In unserer Studie wurde das Hochfrequenz-Ultraschall-Imaging von VisualSonics
Vevo® 770 Imaging System (Toronto, Kanada) angewendet. Das Tumorwachstum bis
zum Tag 17 nach der orthotopen Tumorzellinjektion ins Pankreas (bei palliativem
Therapieansatz, PancTullLuc-Pankreaskarzinomzelllinie) zeigt eine &hnliche
Entwicklung in den Gruppen. Die PrimartumorgrofRe erreicht am POD 17 in allen
Gruppen ca. 200 mm®. Am POD 21 wurden die Tiere der Kontroligruppe (n=9), der
sCD95Fc-Gruppe (n=10), der Kombinationstherapiegruppe (n=11) und der
Infliximabgruppe (n=12) zum letzten Mal untersucht. An diesem Tag wurde die
signifikante therapeutische Wirkung in der Infliximabggruppe (213,1 mm?, Median) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (362,9 mm?, Median) mit **p-Wert < 0,01 und auch
zwischen der sCD95Fc- und der Infliximabgruppe mit ***p-Wert < 0,001 beobachtet.
Andere erhaltene Werte waren statistisch nicht signifikant (Abb. 20, 21).
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Abb. 20: Ultraschalluntersuchung tber die ganze Behandlungszeit in den Gruppen bei palliativem Therapieansatz (Kontrollgruppe (n=9),

sCD95Fc-Gruppe (n=10),

Kombinationstherapiegruppe

(n=11)

und

Infliximabgruppe (n=12)).

Es wurde die PancTullLuc-

Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied am POD 21 ist zwischen der
Kontroll- und der Infliximabgruppe mit **p-Wert < 0,01 und auch zwischen der sCD95Fc- und der Infliximabgruppe mit ***p-Wert < 0,001

vorhanden (MW Test).
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Abb. 21: Die prozentuale Berechnung der Tumorvolumen nach der Ultraschalluntersuchung tber die ganze Behandlungszeit in den Gruppen
bei palliativem Therapieansatz (Kontrollgruppe (n=9), sCD95Fc-Gruppe (n=10), Kombinationstherapiegruppe (n=11) und Infliximabgruppe
(n=12)). Die Berechnung von 100 % wurde auf die Kontrollgruppe am Tag 7 bezogen. Es wurde die PancTulLuc- Pankreaskarzinomzelllinie
verwendet. Abgebildet sind Mediane. Es ergab sich am POD 21 ein statistisch signifikanter Unterschied ist zwischen der Kontroll- und der
Infliximabgruppe mit **p-Wert < 0,01 und auch zwischen der sCD95Fc- und der Infliximabgruppe mit ***p-Wert < 0,001 (MW Test).
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3.3.3. Heterogenitat des Tumorwachstums bei palliativem Therapieansatz

Am POD 21 wurden die Tiere narkotisiert, gewogen und getotet. Die entnommenen
Primartumore des Pankreas (PancTulLuc-Zelllinie) hatten eine feste Konsistenz,
waren ellipsoid geformt und morphologisch sehr gut abgrenzbar. Die Tumore wurden

manuell gemessen und gewogen.

Das Primartumorgewicht betrug in der Kontrollgruppe (n=9) 462 mg, in der sCD95Fc-
Gruppe (n=10) 417 mg und in der Kombinationstherapiegruppe (n=11) 373 mg. Das
Gewicht in allen drei Gruppen ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied. Der
therapeutische Ansatz von Infliximab (n=12) hat im Vergleich mit der Kontrollgruppe
einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem *p-Wert < 0,05 und einem
Median von 262,5 mg (Abb. 22).
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Abb. 22: Primartumorgewicht bei der palliativen Therapie (Kontrollgruppe (n=9),
SCD95Fc-Gruppe (n=10), Kombinationstherapiegruppe (n=11)) und Infliximabgruppe
(n=12) am POD 21. Es wurde die PancTulLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet.
Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied ist nur inzwischen
der Kontrollgruppe und der Infliximabgruppe vorhanden *p-Wert < 0,05 (MWTest).
Die manuelle Bestimmung des Tumorvolumens erfolgte nach der Ellipsoid Formel
(wie in 2.2.7. beschrieben). Das Priméartumorvolumen hat in der Kontrollgruppe 220

mm?, in der sCD95Fc-Gruppe 239,8 mm? und in der Infliximabgruppe 215,3 mm?®, in
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Median erreicht, die Tumorvolumen in allen drei Gruppen ergaben keinen statistisch
signifikanten  Unterschied (Abb. 23). Das Primartumorvolumen in der
Kombinationstherapiegruppe hat im Vergleich zu der Kontrollgruppe einen statistisch
signifikanten *p-Wert < 0,05 und betrug 294 mm?, Median.
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Abb. 23: Primartumorvolumen manuell gemessen bei der palliativen Therapie am
POD 21. Es wurde die PancTulLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet.
Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe (n=9) und der Kombinationstherapie (n=11) besteht beim *p-Wert <
0,05. Statistisch  signifikante  Unterschiede  zwischen den  sCD95Fc-,
Infliximabbehandlungsgruppen und Kontrollgruppe sind nicht vorhanden, p = 0,05
(MWTest).

Die entstehenden Bauchnahtmetastasen (Abb. 60 B; 61 E, F im Anhang) hatten eine

feste Konsistenz und waren sehr gut geformt. Die Metastasen wurden ebenfalls

manuell gemessen und gewogen.

Das Bauchnahtmetastasengewicht hat in der Kontrollgruppe (bei 4 von insgesamt 9
Tieren) 431 mg, in der sCD95Fc-Gruppe (bei 4 von insgesamt 10 Tieren) 144 mg, in
der Kombinationstherapiegruppe (bei 3 von insgesamt 11 Tieren) 134 mg und in der
Infliximabgruppe (bei 6 von insgesamt 12 Tieren) 141 mg (Median) erreicht. Die

manuelle Volumenbestimmung der Bauchnahtmetastasen wurde nach der Ellipsoid
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Formel (s. oben) ausgerechnet. Die Bauchnahtmetastasenvolumina waren in der
Kontrollgruppe 236 mm® in der sCD95Fc-Gruppe 59 mm?® in der
Kombinationstherapiegruppe 142 mm?® und in der Infliximabgruppe 122 mm?®
(Median) grof3. Die statistischen Darstellungen/Berechnungen des Gewichtes und
Volumens der Bauchnahtmetastasen sind auf Grund der geringen n-Zahl in den

Gruppen nicht moéglich.

3.4. Adjuvante Therapie mit subtotaler Pankreatektomie und Resektion

des Pankreaskarzinoms (Resektionsmodell)

Den SCID Mausen wurden humane Pankreaskarzinomzellen PancTullLuc orthotop
inokuliert. Nach 10 Tagen wurden eine Relaparotomie mit subtotaler
Pankreatektomie und eine Resektion der inokulierten Tumore durchgefihrt. Die
adjuvante Therapie (Blockade von sCD95Fc wund Infliximab bzw. die
Kombinationstherapie mit Infliximab und sCD95Fc) erfolgt am dritten postoperativen
Tag fur eine Zeitdauer von insgesamt 21 Tagen nach der subtotalen
Pankreatektomie. Durch eine Gruppengrof3e von 12 Tieren und 4 Gruppen ergab
sich ein Gesamteinsatz von 48 Tieren fur diese Phase. Die intraperitoneale
Applikation von NaCl, sCD95Fc und Infliximab erfolgte im 7- tagigen Intervall ohne
Anasthesie; beginnend ab dem dritten Tag nach der subtotalen Pankreatektomie,
bzw. 13 Tage nach der orthotopen Tumorzellinjektion in den Pankreas. Es wurden
insgesamt drei Behandlungen am POD 13, POD 20 und POD 27 durchgefihrt (Abb.
16). Die sCD95Fc-Dosis pro 3 Behandlungen betrug 300 pg/g KGW (oder 100 pg/g
KGW pro Behandlung).

In der zweiten Gruppe (adjuvanter Therapieansatz) wurde das Wachstum des
Tumors an den Tagen 12, 17 und 21 nach der Priméartumorresektion kontrolliert.

Fur die regelméRig durchzufiihrenden Untersuchungen (Sonographie und
Lumineszenzmessung) wurden die Tiere ebenfalls mittels der bereits beschriebenen
Methode narkotisiert. Die Untersuchungsdauer betragt fir die Ultraschall-

untersuchungen ca. 20 min und fir die Lumineszenzuntersuchung ca. 30 min.
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3.4.1. Lumineszenzmessung bei adjuvanter Therapie

Die Lumineszenzmessung des Rezidivtumorwachstums (PancTulLuc-
Pankreaskarzinomzelllinie) erlaubt eine Beobachtung der Tumorentwicklung Uber
den gesamten Behandlungszeitraum. Die Rezidivtumore waren schon am POD 12
gut sichtbar und zeigten unterschiedliche GroRen an. Am POD 12 waren der Mean-
Grey-Wert der sCD95Fc- und Infliximab- Behandlungsgruppen ca. 50 % kleiner als
der Mean-Grey-Wert der Kontrollgruppe. Die am POD 12 und POD 17 erhaltenen
Werte zeigen wegen der groBen Standardabweichungen keinen statistisch
signifikanten Unterschied. Am Tag 21 wurden die Tiere der Kontrollgruppe (n=10),
der sCD95Fc-Gruppe (n=10), der Kombinationstherapiegruppe (n=9) und der
Infliximabgruppe (n=8) zum letzten Mal untersucht. Am POD 21 steigen die Mean-
Grey-Werte bis ca. 150 - 200 %. Die erhaltenen Lumineszenzwerte in allen
Behandlungsgruppen weisen wegen der grofRen Standardabweichungen keinen
statistisch signifikanten Unterschied auf (Abb. 24, 25).
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Abb. 24: Die mittlere Helligkeit (Mean Grey) fur jedes Messfeld Uber die ganze Behandlungszeit in allen Gruppen bei adjuvantem
Therapieansatz, verwendet PancTulluc-Pankreaskarzinomzelllinie. Abgebildet sind Mediane. Statistisch signifikante Unterschiede am
POD 21 zwischen den Behandlungsgruppen (sCD95Fc-Gruppe (n=10), der Kombinationstherapiegruppe (n=9) und der Infliximabgruppe
(n=8)) und Kontrollgruppe (n=10)) sind nicht vorhanden (MW Test).
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Abb. 25: Die mittlere Helligkeit (Mean Grey) fur jedes Messfeld in den Gruppen bei dem adjuvanten Therapieansatz (PancTullLuc-
Pankreaskarzinomzelllinie) prozentual berechnet. Die Berechnung von 100 % wurde auf die Kontrollgruppe am Tag 7 bezogen. Abgebildet
sind Mediane. Statistisch signifikante Unterschiede am POD 21 zwischen den Behandlungsgruppen (sCD95Fc-Gruppe (n=10), der
Kombinationstherapiegruppe (n=9) und der Infliximabgruppe (n=8)) und Kontrollgruppe (n=10)) sind nicht vorhanden (MW Test).
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3.4.2. Sonographie bei adjuvanter Therapie

In der zweiten  Gruppe (adjuvanter  Therapieansatz, PancTullLuc-
Pankreaskarzinomzelllinie) wurde das Wachstum des Rezidivtumors an den Tagen
12, 17 und 21 nach der Primartumorresektion mittels Kleintierultraschall Vevo® 770
Imaging System kontrolliert. Es war schon am POD 17 eine signifikante
therapeutische Wirkung in der Infliximabgruppe (n=8) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(n=10) mit **p-Wert < 0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (n=9) mit ***p-Wert
< 0,001 zu sehen. Am POD 21 wurde eine signifikante therapeutische Wirkung in der
Infliximabgruppe (191 mm?® n=8, Median) im Vergleich zur Kontrollgruppe (482,7
mm?, n=10, Median) mit **p-Wert < 0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (1102
mm®, n=9, Median) mit **p-Wert < 0,001 beobachtet. In der
Kombinationstherapiegruppe wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde eine
starke Tumorentwicklung (1102 mm?® n=9, Median) mit dem *p-Wert <0,05
beobachtet. In der sCD95Fc-Behandlungsgruppe (549,5 mm?®, n=10, Median) ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe (582,7 mm?® n=10, Median) kein therapeutischer
Einfluss zu erkennen (Abb. 26, 27).
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Abb. 26: Ultraschalluntersuchung (Volumenuntersuchung) uber die ganze Behandlungszeit in allen Gruppen bei adjuvantem
Therapieansatz (PancTullLuc-Pankreaskarzinomzelllinie). Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied am POD 17 in
der Infliximabgruppe (n=8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=10) mit *p-Wert < 0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (n=9) mit ***p-
Wert < 0,001 zu sehen. Am POD 21 wurde eine signifikante therapeutische Wirkung in der Infliximabgruppe (n=8) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n=10) mit **p-Wert < 0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (n=9) mit **p-Wert < 0,001. In der
Kombinationstherapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde eine starke Tumorentwicklung (n=9) mit dem *p-Wert < 0,05
beobachtet. In der sCD95Fc-Behandlungsgruppe (n=10) ist im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=10) kein therapeutischer Einfluss zu
erkennen (WM Test).
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Abb. 27: Tumorvolumen nach der Ultraschalluntersuchung (ber die ganze Behandlungszeit in allen Gruppen bei adjuvantem
Therapieansatz (verwendet PancTullLuc-Pankreaskarzinomzelllinie) prozentual berechnet. Die Berechnung von 100 % wurde auf die
Kontrollgruppe (n=10) am Tag 7 bezogen. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied am POD 17 in der
Infliximabgruppe (n=8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=10) mit **p-Wert<0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (n=9) mit ***p-Wert
< 0,001 zu sehen. Am POD 21 wurde eine signifikante therapeutische Wirkung in der Infliximabgruppe (n=8) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n=10) mit **p-Wert < 0,01 und zur Kombinationstherapiegruppe (n=9) mit **p-Wert < 0,001. In der
Kombinationstherapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde eine starke Tumorentwicklung (n=9) mit dem *p-Wert < 0,05
beobachtet. In der sCD95Fc-Behandlungsgruppe (n=10) ist im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=10) kein therapeutischer Einfluss zu
erkennen (WM Test).
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3.4.3. Heterogenitat des Rezidivtumorwachstums bei adjuvanter Therapie

Am postoperativen Tag 21 wurden die Tiere der Kontrollgruppe (n=10), der sCD95Fc-
Gruppe (n=10), der Kombinationstherapiegruppe (n=9) und der Infliximabgruppe
(n=8) narkotisiert, zum letzten Mal untersucht, gewogen und getdtet. Die
entnommenen Rezidivtumore des Pankreas (PancTulLuc-Zelllinie) hatten eine feste
Konsistenz, wegen starker Metastasierung in die Bauchnaht und unregelmafiger
Form waren sie jedoch schlecht abgrenzbar. Die Tumore wurden manuell gemessen
und gewogen. Das Rezidivtumorgewicht hat in der Kontrollgruppe 437,5 mg, in der
SCD95Fc-Gruppe 820 mg, in der Kombinationstherapiegruppe 967,5 mg und in der
Infliximabgruppe 374 mg (Median) erreicht. Wenn man das Tumorgewicht in allen
Behandlungsgruppen mit der Kontrollgruppe vergleicht, ergibt sich kein statistisch
signifikanter Unterschied. Aber wenn man das Gewicht von der Infliximabgruppe 374
mg mit der Kombinationstherapiegruppe 967,5 mg (Median) vergleicht, sehen die
Gruppen signifikant unterschiedlich aus, mit einem *p-Wert < 0,05 (Abb. 28).
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Abb. 28: Gewicht des Rezidivtumores (PancTullLuc-Zelllinie) bei der adjuvanter
Therapie wurde am POD 21 gemessen. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (n=10) und allen weiteren
Behandlungsgruppen (sCD95Fc-Gruppe (n=10), der Kombinationstherapiegruppe
(n=9) und der Infliximabgruppe (n=8)) ist nicht vorhanden, p = 0,05. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Kombinationstherapiegruppe und der
Infliximabgruppe besteht mit dem *p-Wert < 0,05 (MW Test).
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Die manuelle Bestimmung des Rezidivtumorvolumens erfolgte nach der Ellipsoid

Formel (wie in 2.2.7. beschrieben).

Die Rezidivtumorvolumen (PancTullLuc-Pankreaskarzinomzelllinie) haben in der
Kontroligruppe 425 mm® in der sCD95Fc-Gruppe 584 mm?® in der
Kombinationstherapiegruppe 629 mm?® und in der Infliximabgruppe 239 mm?®
(Median) erreicht. Wegen der starken Tumormetastasierung waren die Rezidivtumore
nicht gut geformt, deswegen entstehen bei der manuellen Messung grol3e
Standardabweichungen. Ein statistisch signifikanter Unterschied (auf die
Kontrollgruppe bezogen) ist in allen Behandlungsgruppen nicht signifikant, wie auch
beim Tumorgewicht. Ein Unterschied besteht zwischen den Kombinationstherapie-
und Infliximabgruppen mit dem **p-Wert < 0,01; auch zwischen den sCD95Fc- und

Infliximabgruppen mit dem *p-Wert < 0,05 (Abb. 29).
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Abb. 29: Volumen der Rezidivtumore (PancTullLuc-Zelllinie) bei der adjuvanten
Therapie am POD 21 manuell gemessen. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Kombinationstherapiegruppe (n=9) und der
Infliximabgruppe (n=8) besteht beim **p-Wert < 0,01; sCD95Fc (n=10) und Infliximab
(n=8) beim *p < 0,05. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe (n=10) und allen weiteren Behandlungsgruppen ist nicht vorhanden
(MW Test).

87



Ergebnisse

3.4.4. Auswertung der Metastasierung

Die entnommenen Bauchnahtmetastasen (PancTulLuc-Pankreaskarzinomzelllinie)
hatten eine feste Konsistenz, waren unregelméfRig geformt, schlecht abgrenzbar und
oft in die naheliegenden Organe eingewachsen. Die Metastasen lassen sich nicht

nach Anzahl quantifizieren, sie wurden manuell gemessen und gewogen.

Das Metastasengewicht liegt in der Kontrollgruppe (10 von insgesamt 10 Tieren
hatten Metastasen) bei 567 mg, in der sCD95Fc-Gruppe (10 von insgesamt 10
Tieren hatten Metastasen) bei 686,5 mg, in der Kombinationstherapiegruppe (8 von
insgesamt 9 Tieren hatten Metastasen) bei 647,5 mg und mit Infliximab (7 von
insgesamt 8 Tieren hatten Metastasen) bei 764 mg (alle Werte sind Mediane). Wenn
man das Gewicht in allen Behandlungsgruppen mit der Kontrollgruppe vergleicht,

besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 30).
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Abb. 30: Das Metastasengewicht bei der adjuvanten Therapie (PancTulLuc-
Pankreaskarzinomzelllinie) am POD 21. Abgebildet sind Mediane. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe sind nicht vorhanden
(Kontrollgruppe (n=10), sCD95Fc-Gruppe (n=10), Kombinationstherapiegruppe (n=8) und
Infliximabgruppe (n=7), MW Test).
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Die manuelle Volumenmessung der Bauchnahtmetastasen wurde nach der Ellipsoid
Formel (wie in 2.2.7. beschrieben) berechnet. Die Bauchnahtmetastasen waren in
der Kontrollgruppe 254,9 mm?® in der sCD95Fc-Gruppe 509 mm? in der
Kombinationstherapiegruppe 596 mm® und in der Infliximabgruppe 218,8 mm?®
(Median). Ein statistisch signifikanter Unterschied bezogen auf die Kontrollgruppe
wurde nur in der Kombinationstherapiegruppe (*p < 0,05) festgestellt. (Abb. 31).
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Abb. 31: Metastasenvolumen (PancTullLuc-Pankreaskarzinomzelllinie) bei der
adjuvanten Therapie am POD 21 manuell gemessen. Abgebildet sind Mediane. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Kombinationstherapiegruppe und der
Kontrollgruppe besteht bei dem *p-Wert < 0,05 (MW Test). Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und allen weiteren Behandlungsgruppen ist
nicht vorhanden (Kontrollgruppe (n=10), der sCD95Fc-Gruppe (n=10), der
Kombinationstherapiegruppe (n=8) und der Infliximabgruppe (n=7)).
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3.5. Palliativer Therapieansatz bei orthotoper Inokulation der
PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zelllinien.

3.5.1. Heterogenitat des Tumorwachstums und die Auswertung der
Metastasierung

Nach sonographischer Untersuchung des Primartumors bei palliativer Therapie am
POD 27 wurde festgestellt, dass die therapeutischen Behandlungen in den
PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Gruppen auf die Kontrollgruppe bezogen nicht

signifikant sind.

Die Primartumorgrof3e erreicht am POD 27 in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (n=8)
234,8 mm?®, in der PancTulLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5) 177,6 mm?; in der PancTul-
Kontrollgruppe (n=7) 94,69 mm?, in der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7) 94,33 mm?,
in der Pancl- Kontrollgruppe (n=7) 10,65 mm?® und in der Pancl-sCD95Fc-Gruppe
(n=8) 17,40 mm® (Median). Einen groRen Aspekt hat das Tumorwachstum bei
verschiedenen Zelllinien. Man unterscheidet schnell wachsende von langsam
wachsenden Primartumoren (s. Kontrollen, Abb. 32) z. B. PancTulLuc und PancTul
*p-Wert < 0,05; PancTulLuc und Pancl *p-Wert < 0,05; PancTul und Pancl ***p-
Wert < 0,001 (MW Test).
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Abb. 32: Ultraschalluntersuchung des Primartumors bei palliativer Therapie am POD 27 in der PancTulLuc- Kontrollgruppe (n=8), in der
PancTullLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5), und in der PancTul- Kontrollgruppe (n=7), in der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7). Abgebildet sind
Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen PancTulLuc und Pancl (Kontrollgruppen) betragt *p-Wert < 0,05;
PancTullLuc und PancTul(Kontrollgruppen) betragt *p-Wert < 0,05; PancTul und Pancl (Kontrollgruppen) besteht bei ***p-Wert < 0,001.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollgruppen und den Behandlungsgruppen ist nicht vorhanden (MW Test).
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Aufgrund der Feststellung, dass sich die Tiere aus den Pancl- Kontroll- und
Behandlungsgruppen optisch in einem sehr gesunden Zustand befanden und
sonographisch kleine Pankreastumore zeigten (Abb. 33), wurde der Sektionstag von
POD 27 auf POD 34 umgelegt. Am POD 27 wurden die Tiere aus den Gruppen
PancTulluc und PancTul narkotisiert, gewogen und getttet. Die Tumore wurden

manuell gemessen und gewogen (Abb. 34).

C

Abb. 33: Ultraschallabbildung des Tumorwachstums in den Kontrollgruppen bei
orthotoper Inokulation: PancTullLuc- (A); PancTul- (B); Pancl- (C) Zelllinien

Das Primartumorgewicht hat in der PancTulLuc- Kontrollgruppe (n=6) 614,5 mg, in
der PancTullLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5) 4485 mg und in der PancTul-
Kontrollgruppe (n=7) 194 mg, in der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7) 190 mg
(Median) erreicht. Die Gewichtsdaten in den PancTulLuc-Kontroll- und PancTullLuc-
sCD95Fc-Behandlungsgruppen ergeben einen statistisch signifikanten Unterschied
mit *p-Wert < 0,05 (Abb. 34).
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Abb. 34: Das Primartumorgewicht (bei den PancTullLuc- und PancTul- Zelllinien) bei der
palliativen Therapie am POD 27 in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (n=6), in der
PancTulLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5), und in der PancTul- Kontrollgruppe (n=7), in der
PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
PancTulLuc- Kontrollgruppe und in der PancTullLuc-sCD95Fc-Gruppe betragt *p-Wert <
0,05. Abgebildet sind Mediane (MW Test).

Das Primartumorvolumen hat in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (n=6) 245 mm?, in
der PancTulLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=3) 427,5 mm® und in der PancTul-
Kontrollgruppe (n=5) 137,5 mm?, in der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=5) 62,50 mm?®
(Median) erreicht. Das Volumen wurde manuell gemessen und nach der Ellipsoid
Formel (wie in 2.2.7. beschrieben) berechnet. Das Primartumorvolumen in den
Kontroll- und Behandlungsgruppen ergibt keinen statistisch signifikanten Unterschied
(s. Abb. 35). Ein moéglicher Zusammenhang des Primartumorgewichtes mit dem

Primartumorvolumen wird nachstehend diskutiert.
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Abb. 35: Primartumorvolumen (PancTullLuc- und PancTul- Zelllinien) manuell gemessen bei
der palliativen Therapie am POD 27 in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (n=8), in der
PancTulLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5), und in der PancTul- Kontrollgruppe (n=7), in der
PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
PancTulLuc- Kontrollgruppe und in der PancTullLuc-sCD95Fc-Gruppe betragt *p-Wert <
0,05 (MWTest). Abgebildet sind Mediane.

Die entnommenen Metastasen hatten eine feste Konsistenz, waren unregelmalig
geformt und gut abgrenzbar. Die Metastasen wurden manuell gemessen und
gewogen. Das Metastasengewicht hat in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (6 von
insgesamt 8 Tieren hatten Metastasen) 761,5 mg, in der PancTullLuc-sCD95Fc-
Gruppe (4 von insgesamt 5 Tieren hatten Metastasen) 300,5 mg, und in der
PancTul- Kontrollgruppe (4 von insgesamt 7 Tieren hatten Metastasen) 147,5 mg
und in der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (4 von insgesamt 7 Tieren hatten Metastasen)
135 mg (Median) erreicht. Das Volumen der Bauchnahtmetastasen in den Kontroll-
und Behandlungsgruppen ergibt keinen statistisch signifikanten Unterschied. Wie
schon in 3.5.1. beschieben, hat einen grol3en Aspekt das Tumorwachstum bei
verschiedenen Zelllinien. In dem Fall auch wurden schnell wachsende und langsam

wachsende Tumorzellen beobachtet.

Das Zellwachstum in den PancTullLuc- und PancTul- Kontrollgruppen unterscheidet
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sich signifikant mit **p-Wert < 0,01 (s. Abb. 36).
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Abb. 36: Metastasengewicht (PancTulLuc- und PancTul- Zelllinien) bei der
palliativen Therapie am POD 27 in der PancTullLuc- Kontrollgruppe (n=8), in der
PancTullLuc-sCD95Fc-Gruppe (n=5), und in der PancTul- Kontrollgruppe (n=7), in
der PancTul-sCD95Fc-Gruppe (n=7). Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und Behandlungsgruppe ist
nicht vorhanden. Der Zellwachstum in den PancTulLuc- und PancTul-
Kontrollgruppen unterscheidet sich signifikant mit **p-Wert < 0,01 (MW Test).

Aufgrund der Feststellung, dass sich die Tiere aus den oben beschriebenen Pancl-
Kontroll- und Behandlungsgruppen (s. 3.5.1.) optisch in einem sehr gesunden
Zustand befanden und sonographisch kleine Pankreastumore zeigten, wurde der
Sektionstag von POD 27 auf POD 34 gelegt. Am POD 34 wurden die Tiere aus der
Gruppe Pancl narkotisiert, gewogen und getétet. Die entnommenen Primartumore
des Pankreas hatten eine feste Konsistenz, waren ellipsoid-geformt und
morphologisch sehr gut abgrenzbar. Die Tumore wurden manuell gemessen und

gewogen.

Das Primartumorgewicht hat in der Pancl- Kontrollgruppe (n=7) 101 mg, Pancl-
sCD95Fc-Gruppe (n=8) 133 (Median) erreicht, das Gewicht in den Kontroll- und
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Behandlungsgruppen ergibt keinen statistisch signifikanten Unterschied (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Primartumorgewicht (Pancl1-Zelllinie) bei der palliativen Therapie am POD
34 gewogen. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe (n=7) und Behandlungsgruppe (n=_8) ist nicht vorhanden
(MW Test).

Das Primartumorvolumen hat in der Pancl- Kontrollgruppe (n=7) 55 mm?®, Pancl-
sCD95Fc-Gruppe (n=8) 158 mm?® (Median) erreicht. Das Volumen wurde manuell
gemessen und nach Ellipsoid Formel (s. 2.2.7.) berechnet. Das Primartumorvolumen
in den Kontroll- und Behandlungsgruppen ergibt statistisch einen signifikanten
Unterschied mit *p-Wert < 0,05. (s. Abb. 38).
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Abb. 38: Primartumorvolumen (Pancl-Zelllinie) bei der palliativen Therapie am POD
34 gemessen. Abgebildet sind Mediane. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe (n=7) und Behandlungsgruppe (n=8) ist vorhanden, *p-
Wert < 0,05 (MW Test).

Die entnommenen Metastasen (Bauchnaht-, Leber-, Milz- Metastasen) wurden
gezahlt und die Ergebnisse in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Metastasenanzahl
nach dem palliativen Therapieansatz bei orthotoper Inokulation der PancTullLuc-,
PancTul- Zelllinien ist hoch (bei ca. 50% der behandelten Tieren) und Pancl-

Zelllinien sehr hoch (bei allen behandelten Tieren).

Tiere Anzahl der Tieren Anzahl
Gruppe , ’ mit Leber-, Milz- |Metastasen (insgesamt
insgesamt
Metastasen pro Gruppe)
PancTuLuc/Kontrollgruppe
(POD 27) 8 6 16
PancTulLuc/sCD95Fc 5 4 4
(POD 27)
PancTul/Kontrollgruppe - 4 4
(POD 27)
PancTul/sCD95Fc
(POD 27) ! 4 4
Pancl/Kontrollgruppe
(POD 34) 6 6 26
Pancl/sCD95Fc
(POD 34) ! ! 40

Tab. 6: Die Metastasenanzahl nach dem palliativen Therapieansatz bei orthotoper
Inokulation der PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zelllinien
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3.6. Immunhistologische Farbungen

Samtliche Primér- und Rezidivtumore wurden geschnitten und da die
Breitspektrumzytokeratin- (Klon KL 1) und Ki-67- Antikdrper eine positive Reaktion
auf humane epitheliale Zellen (Gerdes, J. et al., 1992; Cattoretti, G. et al., 1992,
Fukushima, S. et al., 1987) zeigten, wurden alle Primar- und Rezidivtumore gefarbt.
Mit der immunochemischen Farbetechnik wurde die Anzahl der proliferierenden
Tumorzellen mit dem Zell-Marker Ki-67 (Klon MIB-1) in den experimentellen,
orthotopen Tumoren untersucht (s. 2.4.3). KI-67 findet sich in allen proliferierenden
Zellen und ist ein exakter Marker fur die Wachstumsfraktion einer gegebenen
Zellpopulation (Gerdes, J. et al, 1992). Mit Hilfe des humanspezifischen
monoklonalen Anti-Zytokeratin (Klon KL 1) Antikorpers wurde der humane Anteil am
Tumorgewebe identifiziert und vom murinen Wirtsgewebe differenziert. Die
histologischen Schnitte zeigten, dass es sich bei den gemessenen Lichtemissionen
tatsachlich um Signale von Tumoren oder Metastasen und nicht um Artefakte
handelt. Die immunhistologische Farbung der Pankreaskarzinome aller
Behandlungsgruppen zeigt ein intensives charakteristisches Reaktionsmuster das
von der Tumordichte abhangig erscheint (Abb.39.1; 39.2).
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Abb. 39.1: Repréasentative histologische Ausschnitte der Untersuchung der Proliferationsvorkommen mit dem Zell-Marker Ki-67 (Klon MIB-
1) und mit Zytokeratin (Klon KL 1) markiertem Humangewebe in experimentellen, orthotopen Pankreastumoren nach der palliativen
Therapie in den unterschiedlichen Versuchsgruppen. Abgebildet sind die immunhistologische Farbungen der positiv braunangefarbten
Zellen der Primartumore des Pankreas (Vergrof3erung: x10), mit Zytokeratin- Antikérper (A — D, braungefarbt) mit dem Zell-Marker Ki-67 (E
— H, braungefarbt, Zytokeratin (KL 1)- und Zell-Marker Ki-67-Expression ist stark positiv). Murines Pankreasteil ist durch die HE-
Gegenfarbung blaulich gefarbt:

A: Kontrolle, KL 1; B: sCD95Fc-Behandlung, KL 1; C: Kombinations-Behandlung, KL 1; D: Infliximab-Behandlung, KL 1; E: Kontrolle, Ki-67;
F: sCD95Fc-Behandlung, Ki-67; G: Kombinations-Behandlung, Ki-67; H: Infliximab-Behandlung, Ki-67
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Abb. 39.2: Repréasentative histologische Ausschnitte der Untersuchung der Proliferationsvorkommen mit dem Zell-Marker Ki-67 (Klon MIB-
1) und mit Zytokeratin (Klon KL 1) markiertem Humangewebe in experimentellen, orthotopen Pankreastumoren nach der adjuvanten
Therapie in den unterschiedlichen Versuchsgruppen. Abgebildet sind die immunhistologische Farbungen der positiv braunangefarbten
Zellen der Rezidivtumore des Pankreas (Vergrof3erung: x10), mit Zytokeratin- Antikorper (I — L, braun) mit dem Zell-Marker Ki-67 (M-P,
braungefarbt, Zytokeratin (KL 1)- und Zell-Marker Ki-67-Expression ist stark positiv). Murines Pankreasteil ist durch die HE-Gegenfarbung
blaulich gefarbt:l: Kontrolle, KL 1; J: sCD95Fc-Behandlung, KL 1; K: Kombinations-Behandlung, KL 1; L: Infliximab-Behandlung, KL 1; M:
Kontrolle, Ki-67; N: sCD95Fc-Behandlung, Ki-67; O: Kombinations-Behandlung, Ki-67; P: Infliximab-Behandlung, Ki-67
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Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde die Zahl der
angefarbten Tumorzellen oder Zellkerne (bzw. GroRe der Tumorflache)
halbquantitativ ausgewertet. Funf Gesichtsfelder des Schnittes wurden unter
Verwendung einer 10- und 20- fachen VergroBerung des Lichtmikroskopes
angesehen und mit einer Digitalkamera fotodokumentiert (s. 2.4.5.). Nach der
Zytokeratin KL 1 - Farbung unterscheiden sich die humanen Tumorzellen
(braungefarbt) deutlich von den murinen Zellen, Pankreasazinuszellen oder
Tumorstroma (blaugeféarbt). Die Tumore auf den Schnitten haben abhangig von der
Behandlung verschiedene Zell- und Tumorstromadichte (Abb. 39.1. (A-D), Abb. 39.2.
(I-L)). Auch bei dem adjuvanten Therapieansatz nach der Primartumorresektion steigt
der Anteil, der mit Zytokeratin KL 1 - Antikdrper markierten humanen Tumorzellen, in
den orthotopen Tumoren bis auf ca. 70 % im Vergleich zu dem Anteil, der mit
Zytokeratin KL 1- Antikbrper markierten humanen Tumorzellen, in den orthotopen
Tumoren nach palliativer Therapie. Besonders entwickeltes Tumorstroma
(blaugefarbt) mit den Humanzellanteilen (braun gefarbt) wurde in der
Kombinationstherapie-Gruppe beobachtet (Abb. 39.2. K).

Das Ki-67 Antigen wird wahrend aller aktiven Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2-Phase)
im Zellkern wahrend der Mitose mit der Immunfarbung nachgewiesen. Die Zellen in
der GO-Phase werden nicht markiert, da in ruhenden Zellen das Ki-67-Protein fehlt.
Bei der Verwendung des Ki-67-Antikdrpers zeigen die Tumore aller
Behandlungsgruppen ebenso wie die unbehandelten Kontrolltumore eine starke
heterogene Kern- und teilweise auch eine Zytoplasmafarbung (s. Abbildung 39.1. (E-
H), 39.2. (M-P), braun gefarbt). Eine Quantifizierung (Proliferationsindexbestimmung)

war wegen der Heterogenitat der Kern- und Zytoplasma Farbungen nicht mdglich.

3.7. Medikamentbése Wirkung bei den palliativen und adjuvanten

Therapieansatzen

Den SCID-bg Mausen wurden humane Pankreaskarzinomzellen PancTulluc

orthotop ins Pankreas inokuliert, um die klinische Situation der Krebserkrankung

abzubilden.

Die palliative Behandlung wurde medikamentés am dritten Tag nach der
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Zellinokulation in der ersten Tierversuchsgruppe begonnen. Die Therapie in der
ersten Versuchsgruppe erfolgte durch die Applikation von NaCl (10 pl/g KGW, n=12)
als Kontrolle, von einem humanen I6slichen Fusionsprotein (Abb.12, 13) sCD95Fc
(100 pl/lg KGW, n=12), von einem monoklonalen Antikérper (Abb.14) Infliximab
(Remicade®, 10 pg/g KGW, n=12), auch die Kombinationstherapie (,Kombi“) aus
sCD95Fc (100 pg/g KGW) und Infliximab (Remicade®, 10 pg/g KGW), n=12) in die
Peritonealhdhle (s. Tabelle 3). Bei dem palliativen Therapieansatz wurden insgesamt
drei Behandlungen am POD 3, POD 10 und POD 17 nach einer orthotopen
Zellinokulation durchgefuhrt. Die Studie dauerte 21 Tage (s. Abb. 15).

Die adjuvante Therapie in der zweiten Versuchsgruppe (PancTulLuc Zellen) wurde
nach vollstandiger operativer Entfernung aller erkennbaren Tumoranteile und des
Pankreas (Relaparotomie mit subtotaler Pankreatektomie und Resektion)
angewandt. Die operative Pankreatektomie und Resektion der inokulierten Tumore
wurden 10 Tage nach der Zellinokulation durchgefuhrt, dadurch spiegelt sich hier
eine klinische Situation nach einer kompletten Primartumorresektion (RO-Resektion)
wider. Die Therapie in der zweiten Versuchsgruppe erfolgte durch die intraperitoneale
Applikation von NaCl (10 ul/g KGW, n=12) als Kontrolle, von einem humanen
I6slichen Fusionsprotein (Abb.12, 13) sCD95Fc (100 pl/g KGW, n=12), von einem
monoklonalen Antikérper (Abb.14) Infliximab (Remicade®, 10 pg/g KGW, n=12) und
die Kombinationstherapie (,Kombi“) aus sCD95Fc (100 pg/g KGW) und Infliximab
(Remicade®, 10 pg/lg KGW, n=12). Die Applikation erfolgte im 7- tagigen (3
Behandlungen) Intervall, am POD 3, POD 10 und POD 17 nach
Primartumorresektion ohne Anasthesie und dauerte 21 Tage (Abb.16).

Beim Gewichtsvergleich der beiden Behandlungsgruppen der palliativen Therapie
und der adjuvanten Therapie am POD 21 besteht ein statistischer Unterschied
zwischen zwei Kombinationstherapiegruppen mit einem **p < 0,01; weitere
Behandlungsgruppen (Kontroll-, sCD95Fc- und Infliximabbehandlungsgruppen)

zeigen keinen signifikanten Unterschied (Abb. 40).
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Abb. 40: Gewichtsvergleich der Primartumore bei der palliativen Therapie und der Rezidivtumore bei der adjuvanten Therapie am POD 21
(mit der Zelllinie PancTullLuc). Abgebildet sind Mediane. Der statistische Unterschied war zwischen den folgenden Behandlungsgruppen
vorhanden: Kombinationstherapiegruppen mit dem **p-Wert < 0,01; weitere Behandlungsgruppen (Kontroll-, sCD95Fc- und Infliximab-
Behandlungsgruppen) unterscheiden sich nicht signifikant (MWTest).
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Am POD 21 wurde das Volumen der Primartumore bei der palliativen Therapie und
der Rezidivtumore bei adjuvanter Therapie (PancTulLuc Zellen) mittels
Kleintierultraschall Vevo® 770 Imaging System gemessen und verglichen. Der
Vergleich der Tumorvolumina zwischen allen Behandlungsgruppen unterscheidet
sich statistisch signifikant nur zwischen zwei Kombinationstherapiegruppen
(Kombination aus sCD95Fc und Infliximab s.0.) mit dem ***p-Wert < 0,001; weitere

Behandlungsgruppen haben keinen signifikanten Unterschied (Abb. 41).

Die Bauchnahtmetastasenzahl sowie das Metastasenvolumen und das
Metastasengewicht bei der palliativen Therapie ist deutlich niedriger als bei
adjuvanter Therapie in allen Behandlungsgruppen (Abb. 42, 43). Der Vergleich des
Metastasenvolumens zwischen der beiden Behandlungsgruppen der palliativen
Therapie und der adjuvanten Therapie unterscheidet sich statistisch signifikant
zwischen zwei Kombinationstherapiegruppen mit dem **p-Wert < 0,01 und sCD95Fc-
Gruppen mit dem **p-Wert < 0,01 (Abb. 43). Das Metastasengewicht der palliativen
Therapie und der adjuvanten Therapie unterscheidet sich statistisch signifikant
zwischen Kombinationstherapiegruppen mit dem *p-Wert < 0,05 und Infliximab- mit
dem **p-Wert < 0,01, sowie zwischen sCD95Fc-Gruppen mit dem *p-Wert p < 0,05
(Abb. 42).

Am postoperativen Tag 21 wurden alle Tiere sonographisch untersucht, gewogen,
danach getotet. Fur unsere Fragestellung, ob parallel durchgefiihrte Messungen bzw.
die Ergebnisse der Sonographie mit Kleintierultraschall VisualSonics Vevo® 770 mit
den Ergebnissen der Sektionsdaten (Tumorgewicht, Tumorvolume, Histologie)
korrelieren, wurden die enthommenen Tumore manuell gemessen, nach der Ellipsoid
Formel ausgerechnet (s. 2.2.7.) und mit den volumetrierten, sonographischen Daten
verglichen. Die zwei Methoden zeigen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
Kontrollgruppen bei der Untersuchung der Volumina der Primartumore mit dem *p-
Wert <0,05. (Abb. 44, 45).
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Abb. 41: Vergleich der Tumorvolumina der Primartumoren bei palliativer Therapie und der Rezidivtumore bei der adjuvanten Therapie (mit
der Zelllinie PancTullLuc) am POD 21 mit der Zelllinie PancTullLuc. Die Messung wurde mittels Ultraschall durchgefihrt. Abgebildet sind
Mediane. Der statistische Unterschied war zwischen den folgenden Behandlungsgruppen vorhanden: Kombinationstherapiegruppen mit
dem ***p-Wert < 0,001; weitere Behandlungsgruppen haben keinen signifikanten Unterschied p = 0,05 (MW Test).
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Abb. 42: Vergleich der Metastasengewichte nach der palliativen und der adjuvanten Therapie am POD 21. Es wurde die PancTullLuc-
Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Abgebildet sind Mediane. Ein statistischer Unterschied zwischen Kombinationstherapiegruppen mit
dem *p-Wert p < 0,05 und Infliximab mit dem **p-Wert < 0,01, sowie zwischen sCD95Fc-Gruppen mit dem *p-Wert p < 0,05 ist vorhanden
(MW Test).
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Abb. 43: Vergleich der Metastasenvolumina nach der palliativen und der adjuvanten Therapie am POD 21. Es wurde die PancTulluc-
Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Die Messung wurde manuell durchgefiihrt. Abgebildet sind Mediane. Ein statistischer Unterschied
zwischen Kombinationstherapiegruppen mit dem **p-Wert < 0,01 und sCD95Fc-Gruppen mit dem **p-Wert < 0,01 ist vorhanden (MW Test).
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Abb. 44: Untersuchung der Volumina der Primartumore bei palliativer Therapie am POD 21 mit zwei Methoden: Ultraschallvolumetrie und
manuelle Messung nach der Sektion. Es wurde die PancTulLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet. Abgebildet sind Mediane. Die zwei
Methoden zeigen ein statistischer Unterschied zwischen Kontrollgruppen mit dem *p-Wert < 0,05 (MW Test).
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Der Vergleich der beiden Methoden (Ultraschallvolumetrie und manuelle Messung nach der Sektion) ergeben bei dem
adjuvanten Therapieansatz am POD 21 keinen statistisch signifikanten Unterschied p-Wert = 0,05 (s. Abb. 45).
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Abb. 45: Untersuchung der Volumina der Rezidivtumore bei dem adjuvanten Therapieansatz am POD 21 durch zwei Methoden:
Ultraschallvolumetrie und manuelle Messung nach der Sektion. Es wurde die PancTullLuc- Pankreaskarzinomzelllinie verwendet.
Abgebildet sind Mediane. Die zwei Methoden zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied (MW Test).
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3.8. Korrelationen der manuellen Messungen mit bildgebenden Verfahren

Fur unsere Fragestellung, ob parallel durchgefihrte Messungen mit der
Bildgebungstechnik  der optischen Kammer Berthold LB983 NightOwl
(Lumineszenzmessung) und der Sonographie mit Kleintierultraschall VisualSonics
Vevo® 770 auch mit den Sektionsdaten (Tumorgewicht, Tumorvolume) korrelieren,
wurden die bildgebenden Messungen parallel durchgefihrt. Um fir eine Etablierung
der optischen Verfahren konstante Bedingungen zu erhalten, wurden die Tumore
(PancTulLuc Zellen) zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und danach

miteinander verglichen.

Die Korrelation der bildgebenden Methoden wurde mit GraphPad Prism 4 Grafiken
dargestellt. Die Hohe der Korrelation wurde in Form des Korrelationskoeffizienten r
dargestellt (Abb. 46). Am besten korrelieren miteinander die Sektionsdaten
(Tumorgewicht und Tumorvolumen) mit r = 0,9 (Abb. 46, F). Die Sonographie
Messungen zeigen mit den Sektionsdaten eine Korrelation, mit dem Tumorgewicht
mit r = 0,7 (Abb. 46, D) und mit der Tumorvolumen mit r = 0,7 (Abb. 46, E). Sehr
gering Kkorreliert die Lumineszenzmessung mit den Sektionsdaten, mit den
Tumorvolumen nach der Sektion mit r = 0,4 (Abb. 46, B) und mit dem Tumorgewicht
nach der Sektion mit r = 0,4 (Abb. 46, C). Die Bildgebungsverfahren der
Lumineszenzmessung und der Sonographie zeigen mit r = 0,2 praktisch keine

Korrelation zusammen (Abb. 46, A).
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Abb. 46: Korrelation der Bildgebungsverfahren. A: Korrelation der Lumineszenzmessung
und Sonographie, r =0,2; B: Korrelation der Lumineszenzmessung und der Tumorvolumen

111




Ergebnisse

nach der Sektion, r = 0,4; C: Korrelation von der Lumineszenzmessung und des
Tumorgewichtes nach der Sektion, r = 0,4; D: Korrelation der Sonographie und des
Tumorgewichtes nach der Sektion; r = 0,7; E: Korrelation der Sonographie und der
Tumorvolumen nach der Sektion, r = 0,7; F: Korrelation der Sektionsdaten (Tumorgewicht,
Tumorvolumen), r = 0,9 (verwendet PancTulLuc Zellen).

3.9. Ergebnisse in vitro
3.9.1. Einfluss von Matrigel® auf die Tumorzellen

Um einen moglichen Einfluss von Matrigel®- Komponenten auf PancTullLuc Zellen
zu untersuchen und eventuelle Wachstumsartefakte auszuschlieen, wurde ein
Zellwachstumsvergleich durchgefihrt. PancTullLuc-Zellen und PancTullLuc-Zellen in
BD Matrigel® wurden in der Menge von 1x10° in T75 Zellkulturflaschen mit RPMI-
1640 Kulturmedium 10% FCS ausgesat. Die Zellen wurden zu unterschiedlichen
Zeitspannen von 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h und 144 h bei 37°C inkubiert. Alle
Zellen wurden durch Accutase abgeldst und in der Zahlkammer gezahlt. BD Matrigel®

hat keine Stimulation des PancTulLuc-Zellwachstums ausgeldst (s. Abb. 47).

8,000,000 4 —=— PancTulluc
¥.000,0004 ===+ Matrigel+FancTulluc

B,000,000 4
5,000,000 +
4,000,000 -
3,000,000 1
2,000,000 4
1,000,000

Lellzahl

0 7 48 77 95 120 144
Zeit, [h]

Abb. 47: Einfluss von BD Matrigel® auf die PancTullLuc-Tumorzellen. Die stérkere
Kurve die Zellzahl der PancTulLuc-Zellen (Proben, n=6), die diinne Kurve zeigt die
Zellzahl von der PancTulluc-Zellen in BD Matrigel® (Proben, n=6). Abgebildet sind
die Mittelwerte.
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3.9.2. Lumineszenzintensitat in Abhangigkeit von Zellkonzentrationen

Fur die Zellzahloptimierung wurde die Lumineszenzintensitdt von PancTullLuc-

Zellen als Zelleigenschaft in Abhangigkeit von den Zellkonzentrationen gemessen.

PancTullLuc-Zellen wurde in der Menge von 0,001x10°, 0,01x10°, 0,1x10°, 1x10°,
2x10° und 4x10° pro Well in 6-Well-Platten in 2 ml RPMI-1640 Kulturmedium mit 10
% FCS ausgesat und uber drei Stunden bei 37°C anwachsen gelassen. Danach
wurde zu jedem Well 100 pl Luciferin zugegeben und in der NightOwl gemessen (s.
Tabelle 7).

Fur eine Etablierung der optischen Verfahren wurde die Kalibrierung der
Kamerapositionen durchgefihrt. Die Tumore wurden mit verschiedenen
Kameraabstdnden gemessen wund danach miteinander verglichen. Diese
Kalibrierung schliel3t Ungleichmafigkeiten durch Schwankungen des optisch
verursachten Weges aufgrund der Hohe, Beleuchtung oder Linseneffekte aus.
Unabhangig von dem Messabstand zeigte sich eine Proportionalitéat der mittleren
Helligkeit fur jedes Messfeld (Mean Grey) mit der Zellzahl, also der Abstand der
Kamera spielt in diesem Bereich keine Rolle (s. Abb. 48).

Zellen, [Mio.]/ Kameraposition,

Abstand, [mm] 100 mm 130 mm 200 mm

0,001 0,331 0,146 0,088

0,01 0,198 0,164 0,056

0,1 1,916 1,603 1,727

1 16,929 15,446 17,712

2 25,298 24,637 24,976

4 59,137 56,96 66,224

Tab. 7: Lumineszenintensitat in Abh&ngigkeit von Zellkonzentrationen mit
verschiedener Kamerapositionen gemessen, [cts/mm2s], (Proben je Abstand, n=6).
Abgebildet sind die Mittelwerte.
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Abb. 48: Korrelation der Zellzahl PancTullLuc und Intensitat der mittleren Helligkeit
fur jedes Messfeld mit 100 mm-, 130 mm-, 200 mm- Abstand der Kamera gemessen
(6 Proben je Zellzahl), [cts/mm2s]. Abgebildet sind die Mittelwerte.

3.9.3. FACS Untersuchungen zu Detektion von CD95 und CD95L

Die Bindung des CD95-Liganden an seinen Oberflachenrezeptor kann eine groRRe
Rolle bei der Erhdéhung von Motilitat und Invasivitat in apoptoseresistenten
Pankreastumorzellen spielen. Fir die Untersuchung, ob es durch das humane
|6sliche Fusionsprotein sSCD95Fc (s. Abb. 12) méglich ist, die Aktivierung von CD95
zu kontrollieren und die Entzindungsmechanismen zu steuern, um ein
Tumorwachstum bzw. die Ausbreitung zu minimieren, wurde die Expression von
CD95 und CD95L in den PancTulLuc- und PancTul- Pankreaskarzinomzelllinie in
Kooperation mit Dr. Heiner Oberg Uber eine FACS-Analyse im Institut fur

Immunologie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein nachgewiesen (s. Abb. 49).
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Abb.49: Analyse der Oberflachen-Expression der CD95-Rezeptoren und CD95-
Liganden mittels Durchflusszytometrie auf PancTullLuc (A) und PancTul (B )-Zellen.
Auf der Ordinate sind die Zell-Counts, auf der Abszisse die Fluorenszenzintensitat
(FL2-H) aufgetragen. Die graugezeichnete Kurve zeigt die Isotypkontrolle (IgG1), die
schwarzgezeichnete Kurve den jeweiligen CD95-Rezeptor- und CD95-Ligand-
Nachweis.

3.9.4. ELISA Human CD95L

Des Weiteren sollte die Frage geklart werden, ob sich CD95L in der Zelle und/oder
auf der Zelloberflache bzw. in den Zellkulturiiberstanden befindet. Fur die Messung in
den Zellkulturiiberstanden und Zelllysaten wurde ein ELISA zur Bestimmung von
CD95L durchgefuhrt.

Die Zelllinien PancTulLuc, PancTul und Pancl wurden in der Menge von 1x10°
Zellen pro Well in 6-well-Platte Uber 24 h, 48 h, 72 h und 120 h mit RPMI-1640

Kulturmedium 10 % FCS kultiviert. Nach den Inkubationen wurden die Uberstande
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eingesammelt, und die Zellen jedes Wells in PBS resuspendiert und mit der
Neubauer-Zahlkammer  gezahilt. Fuar  die Reagentienvorbereitung und
Assaydurchfuhrung (s.2.6.2) wurde der ,Human Fas Ligand/TNFSF6 Immunoassay”
(R&D Systems, Wiesbaden) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die absolute

CD95L-Konzentration wurde in Bezug zur Kontrolle berechnet.

Die Abbildung 50 zeigt, dass CD95L in kleinen Mengen in Zelllysaten von Pancl,
PancTul und besonders PancTullLuc vorhanden ist.
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Abb. 50: ELISA CD95L-Bestimmung in Zelllysaten (pg/ml) von PancTullLuc-,
PancTul- und Pancl (je Zelllienie, n=11). Abgebildet sind die Mittelwerte + SD.

Fur die sCD95L-Bestimmung wurden die Zellkulturiberstande der PancTulluc-,
PancTul- und Pancl- Zellen verwendet. Dieser Versuch zeigt den Nachweis von
sCD95L in den Zellkulturiberstanden und eine Steigerung von CD95L Dbei
Zellwachstum nach 72 h Dbesonders in PancTulLuc- wund PancTul-
Zellkulturtiberstanden (Abb. 51).
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Abb. 51: ELISA CD95L-Bestimmung in der Zellkulturiiberstédnden der PancTulLuc-,
PancTul- und Pancl- Zellen in 10 % FCS Zellkulturmedium (n=11). Abgebildet sind
die Mittelwerte + SD.

3.9.5. Vitalitatsassay (Kristallviolettassay)

Im Anschluss an die dargestellten Expressionsexperimente wurden die apoptotische
und nicht-apoptotische Antwort nach einer Behandlung in den Pankreaskarzinom-
Zelllinien PancTullLuc, PancTul und Pancl untersucht. In diesem Assay wird die
relative Menge (optische Dichte) von lebenden Zellen z.B. nach einer Behandlung mit

Wirkstoffen bei 590 nm photometrisch gemessen.

Fur die Zellzahlkalibrierung wurde ein Vorversuch mit verschiedenen Zellzahlen ohne
Behandlung durchgefiihrt. PancTullLuc, PancTul und Pancl wurden in den Mengen
von 1 x 103 5 x 103 1 x 10% 5 x 10% 1 x 10° pro Vertiefung in die 96 Well Platte
ausgesat und dber Nacht im Brutschrank (37°C und 5 % CO.,) inkubiert. Die optische
Dichte wurde nach der Farbung mit Kristallviolett photometrisch gemessen. Es wurde
die Zellzahl 1x10* pro Well als optimal bestimmt (s. Abb. 52).
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Abb. 52: Zellzahloptimierung von PancTullLuc, PancTul und Pancl ohne
Behandlung, die Zellvitalitat wurde mittels Kristallviolettassay bestimmt, gemessen
optische Dichte (O.D.). Dargestellt sind die Mittelwerte (je Zelllienie, n=12).

Fur die Anwendung von sCD95Fc wurde ein Vorversuch mit verschiedener
Konzentration durchgefiithrt. Es wurden 1 x 10* Zellen (PancTulluc, PancTul und
Pancl) pro Well in einer 96 Well Platte mit Medium 10 % FCS ausgesat und uber
Nacht inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt und mit dem neuen Medium mit
sCD95Fc - Konzentrationsreihe von 1, 2, 4, 8, 16, 33, 65, 131, 263, 525, 1050 pg/ml
Uber 24h inkubiert (s. Abb. 53).
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Abb. 53: Untersuchung der therapeutischen Wirkung von verschiedenen
Konzentrationen von sCD95Fc bei der Vitalitatsbestimmung, gemessen optische
Dichte (OD), bei 590 nm nach 24h (je nach Konzentrationen der sCD95Fc und
Zelllienie, n=11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD.
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Die PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen wurden in der Menge von 1 x10* pro
Well in 96-Well-Platten ausgesat und tdber Nacht mit 10 % FCS-Medium inkubiert,
danach mit 100 pl Therapeutikumansatz aus 3, 30 und 300 pg/ml von sCD95Fc, 10
pug/ml von Remicade® und der Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc,10 pg/ml
Remicade® und 50 ng/ml TNF-a in 0,5 % FCS-Medium (s. Tabelle 9) und in 10 %
FCS-Medium (s. Tabelle 8) wie in dem obigen Versuch fur 24h behandelt. Die
optische Dichte von wachsenden/lebenden Zellen (Zellvitalitat) wurde bei 590 nm mit
einem Photometer bestimmt. Die Ergebnisse wurden in der Tabelle dargestellt. Die
Standardabweichungen als auch die Prozentangaben beziehen sich auf deren
Mittelwert. Um die Wirkung einer spezifischen Behandlung festzustellen, wurden die
Ergebnisse von Kontrollgruppen mit behandelten Gruppen verglichen. Obwohl nach
der Behandlungszeit von 24 h in allen Behandlungsgruppen die Werte angestiegen
sind, konnte im Vergleich mit der Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Wil SCD95Fc | sCD95Fc | sCD95Fc Kombi Infliximab | TNE-a

3ug/ml | 30pg/ml | 300ug/ml 10ug/ml |50 ng/ml

PancTulluc | 1,29 (+6%) | 1,4 (¥1%) | 1,3 (¥2%) | 1,3 (¥5%) | 1,2 (¥5%) |1,4 (¥3%) |1,5 (+1%)
PancTul  [1,2 (+10%) | 1,5 (+1%) | 1,5 (+4%) | 1,5 (+1%) | 1,4 (+1%) |1,54 (+1%) |1,5 (+5%)
Pancl 1,3 (25%) |14 (£8%) |1 (x1%) |1,3 (5%) 1,2+ (0,1%) |1+ (11%) |1,1 (+6%)

Tab. 8: Optische Dichte von wachsenden/lebenden PancTullLuc-, PancTul- und
Pancl- Zellen nach der Behandlung mit 3, 30, 300 pg/ml von sCD95Fc, 10 pg/ml von
Remicade® und der Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc, 10 pg/ml Remicade® und 50
ng/ml TNF-a in 10 % FCS-Medium fur 24h (n=11). Dargestellt sind die Mittelwerte (+
SD %). Die Standardabweichungen als die Prozentangaben beziehen sich auf deren

Mittelwerte.
Kontrolle SCD95Fc | sSCD95Fc | sCD95Fc Kombi Infliximab | TNF-a
3ug/ml 30pg/ml | 300pg/ml 10pg/ml 50 ng/ml
PancTulluc | 1,5 (£6%) | 1,4 (+2%) | 1,3 (+1%) | 1,4 (+6%) |1,3 (¥8%) |1,3 (+5%) |1,4 (+4%)
PancTul 1,2 (+8%) | 1,4 (¥5%) | 1,5 (£2%) |1,2 (0%) |1,3 (x1%) |1,2 (+11%) | 1,2 (+3%)
Pancl 1,1 (£6%) | 1,2 (£7%) | 1,2 (¥4%) |1 (10%) |1 (¥13%) |0,8 (¥6%) |1,1 (+22%)

Tab. 9: Optische Dichte von wachsenden/lebenden PancTullLuc-, PancTul- und
Pancl- Zellen nach der Behandlung mit Therapeutikumansatz aus 3, 30, 300 pg/ml
von sCD95Fc, 10 pg/ml von Remicade® und der Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc,
10 pg/ml Remicade® und 50 ng/ml TNF-a in 0,5 % FCS-Medium fiir 24h (n=11).
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SD %). Die Standardabweichungen als die
Prozentangaben beziehen sich auf deren Mittelwerte.
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3.9.6. Zellwachstumsuntersuchung (Zellzahlbestimmung)

Um einen mdglichen Einfluss auf das Zellwachstum durch die medikamenttse
Behandlung in vitro festzustellen, wurden die Zelllinien PancTullLuc, PancTul und
Pancl in der Menge von 1x10° pro Well (Wachstumsflache: 9,6 cm?) in 6-Well-
Platten in RPMI-1640 Kulturmedium mit 10 % FCS ausgeséat. Das Medium wurde mit
der Konzentration von 3, 30 und 300 pg/ml sCD95Fc, 10 ug/ml Remicade® und die
Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml Remicade® eingesetzt. Die Zellen
wurden fur 24 h, 48 h und 72 h bei 37°C inkubiert. Alle Zellen wurden durch Accutase
abgelost und in der Zellkammer gezahlt. Die Ergebnisse (Rohdaten, Zellen x
10%Well) sind in der Tabelle 10, 11, 12 dargestellt. Die Standardabweichungen als
Prozentangaben (%) beziehen sich auf deren Mittelwerte.

Bei PancTulLuc- Zellen wurde nach 72 Stunden Behandlung mit 300 pg/ml von
sCD95Fc- und die Kombination aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml Remicade®-
Gruppen eine deutliche, bis 350 % Stimulation des Zellwachstums, beobachtet. Die
Stimulation des Wachstums von PancTul- und Pancl- Zellen zeigt keine

signifikanten Werte.

Kontrolle sSCD95Fc sCD95Fc SCD95Fc Kombi Infliximab
3ug/ml 30pg/mi 300pg/ml 10pg/ml
24h 160 (£6%) 150 (£11%) |117 (x20%) |82,5 (x19%) | 105 (x12%) |77,5 (£8%)
48h 205 (x0,1%) [182,5 (x3%) |277,5 (£7%) |250 (x8%) |365 (x5%) [262,5 (x9%)
72h  202,5 (£21%) [362,5 (£5%) | 362 (£10%) |540 (£22%) |445 (+0,1%) [197,5 (£10%)
Tab. 10: Untersuchung des Zellwachstums PancTulLuc. Abgebildet sind Mittelwert (£
SD %) (Zellen x 10%Well, n=6). Die Standardabweichungen als die Prozentangaben
beziehen sich auf deren Mittelwerte.
Kontrolle sCD95Fc sCD95Fc sCD95Fc Kombi Infliximab
3ug/mi 30pg/ml 300pg/mli 10pg/ml
24h| 83,3 (x10%) |36,8 (+x19%)| 78,7 (£30%) | 71,2 (x6%) | 121,8 (x14%)| 100 (x6%)
48h | 166,2 (+11%)|176,2 (£8%) | 193,7 (£17%) | 120 (x6%) |278,7 (x21%) | 326,2 (+3%)
72h| 300 (£3%) | 170 (£28%) | 149,3 (x4%) |242,5 (+0,1)| 265,6 (+x1%) | 270 (x0,1)

Tab. 11: Untersuchung des Zellwachstums PancTul (Zellzahl x10%). Abgebildet sind
Mittelwerte (+ SD %) (Zellen x 10%Well, n=6). Die Standardabweichungen als die
Prozentangaben beziehen sich auf deren Mittelwerte.
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Kontrolle sCD95Fc SCD95Fc sCD95Fc Kombi Infliximab
3ug/ml 30ug/mi 300pg/ml 10pg/ml
24h| 83,1 (x6%) |105,& (+9%)|106,9 (£20%)| 170 (+0,1) |146,2 (+3%) | 150,6 (£10%)
48h | 216,2 (+10%)| 176,2 (x6%) | 143,7 (£6%) | 120 (£6%) |278,7 (x6%) | 326,2 (£2%)
72h | 356,2 (£2%) | 255 (x4%) | 230,3 (x1%) |251,6 (x1%) |371,7 (x5%) | 334,1 (x1%)

Tab. 12: Untersuchung des Zellwachstums (Zellzahl x10°) Pancl. Abgebildet sind
Mittelwerte (+ SD %) (Zellen x 10%Well, n=6). Die Standardabweichungen als die
Prozentangaben beziehen sich auf deren Mittelwerte.

3.9.7. Zellvitalitatsassay (EZ4U)

Mit dem Zellproliferationstest wurden mitochondriale Stoffwechselaktivitaten in den
behandelten Zellen nach der Behandlungsdauer 24 h und 48 h in 10 % FCS
Zellkulturmedium photometrisch bei 450 nm gemessen. Die Ergebnisse in den
Tabellen sind dargestellt. Die Standardabweichungen als Prozentangaben beziehen
Um die Wirkung
festzustellen, wurden die Ergebnisse von Kontrollgruppen mit behandelten Gruppen
verglichen. Obwohl nach der Behandlung tber 48 h mit sCD95Fc (3 pug/ml und 30
pg/ml) bei den PancTul- und Pancl- Zelllinien eine Zellvitalitatserhohung beobachtet

sich auf deren Mittelwert. therapeutischer Behandlungen

wurde, sind alle Werte im Vergleich mit der Kontrollgruppe statistisch nicht signifikant

angestiegen (s. Tabellen 13, 14, 15).

Kontrolle sCD95Fc sCD95Fc sCD95Fc Kombi Infliximab TNF-a
3 pg/ml 30 pg/mi 300 pg/mi 10 pg/ml 50 ng/ml
24h | 0,54 (+6%) | 0,57 (£3%) | 0,54 (£5%) | 0,52 (+2%) | 0,54 (£5%) | 0,52+(5%) | 0,5 (£5%)
48h | 0,65 (x6%) | 0,65 (x4%) | 0,64 (xt6%) | 0,63 (xt3%) | 0,66 (xt5%) | 0,6£(5%) | 0,62 (+8%)

Tab. 13: Bestimmung der mitochondriale Aktivitaten in der PancTullLuc - Zellen
mittels Zellvitalitdtsassay (EZ4U). Die Messung wurde nach der Behandlung mit
Therapeutikumansatz aus 3, 30, 300 pg/ml von sCD95Fc, 10 pg/ml von Remicade®,
der Kombination (aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml Remicade® und 50 ng/ml
TNF-a in 10 % FCS-Zellkulturmedium bei der Behandlungsdauer 24 h und 48 h
(Messungsinkubation 2 h, n= 11) durchgefihrt. Abgebildet sind Mittelwerte (= SD%).
Die Standardabweichungen als die Prozentangaben beziehen sich auf deren
Mittelwert.
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vl sCD95Fc sCD95Fc sCD95Fc Kombi Infliximab TNF-a

3 pg/ml 30 pg/ml | 300 pg/ml 10 pg/ml | 50 ng/ml

24h | 0,47 (6%) | 0,5 (+2%) |0,47 (+4%) | 0,45 (+6%) | 0,47 (£t7%) | 0,47 (x4%) | 0,47 (+2%)
48h | 0,39 (+8%) | 0,48 (+4%) | 0,52 (+6%) | 0,49 (+7%) | 0,47 (+4%) | 0,43 (£13%) | 0,41 (+5%)

Tabelle 14: Bestimmung der mitochondriale Aktivitaten in der PancTul - Zellen mittels
Zellvitalitatsassay (EZ4U). Die Messung wurde nach der Behandlung mit
Therapeutikumansatz aus 3, 30, 300 pg/ml von sCD95Fc, 10 pg/ml von Remicade®,
der Kombination (aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml Remicade® und 50 ng/ml
TNF-a in 10 % FCS-Zellkulturmedium bei der Behandlungsdauer 24 h und 48 h
(Messungsinkubation 2 h, n=11) durchgefiihrt. Abgebildet sind Mittelwerte (+ SD%).
Die Standardabweichungen als die Prozentangaben beziehen sich auf deren

Mittelwert.
Vel SCD95Fc | sCD95Fc | sCD95Fc Kombi Infliximab TNF-a
3 pg/ml 30 pg/ml | 300 pg/ml 10 pg/ml | 50 ng/ml
24h 0,54 (£5%) | 0,62 (+4%) | 0,56 (+4%) | 0,51 (+8%) | 0,5 (+8%) | 0,51 (+4%) | 0,53 (+3%)
48h 0,7 (x3%) | 0,81 (£5%) | 0,75 (+5%) | 0,71 (+4%) | 0,72 (+6%) | 0,7 (+4%) | 0,76 (+4%)

Tabelle 15: Bestimmung der mitochondriale Aktivitdaten in der Pancl - Zellen mittels
Zellvitalitatsassay (EZ4U). Die Messung wurde nach der Behandlung mit
Therapeutikumansatz aus 3, 30, 300 pg/ml von sCD95Fc, 10 pg/ml von Remicade®,
der Kombination (aus 30 pg/ml sCD95Fc und 10 pg/ml Remicade® und 50 ng/ml
TNF-a in 10 % FCS-Zellkulturmedium bei der Behandlungsdauer 24 h und 48 h
(Messungsinkubation 2 h, n=11) durchgefihrt. Abgebildet sind Mittelwerte (+ SD%).
Die Standardabweichungen als die Prozentangaben beziehen sich auf deren
Mittelwert.

3.9.8. Tumorzellinvasionassay

Das Prinzip des hier eingesetzten Tumorzellinvasionsassay ist die Invasion und/oder
Verdauung einer Fibroblasten-Schicht durch wachsende Tumorzellen. Die mit DMSO
getoteten fixierten Fibroblasten wurden mit Trypan Blau angefarbt. Das invasive
und GrolRe der

(.gefressene Ldcher®) in der blauen Fibroblastenschicht (s. 2.6.5.).

Tumorzellpotential entspricht in  Anzahl ungefarbten Region

Fur die Zellzahloptimierung und Standardisierung erfolgte ein Vorversuch mit
verschiedenen Zellzahlen ohne Zellbehandlung. Dazu wurden die Zelllinien
PancTullLuc, PancTul und Pancl getestet. Es wurden 0,5 x 10% 2 x 10* 1 x 10°
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Zellen pro Well ausgesat. Die 0,5 x 10* Zellen je Vertiefung sind nach 24 h
Inkubation sehr langsam gewachsen, infolgedessen konnte man keine grol3e
Auswirkung auf der Fibroblasten-Schicht feststellen. Nach dem Vorversuch wurde
fur alle Zelllinien PancTulLuc, PancTul und Pancl eine optimale Zellzahl von 2 x
10* pro Well festgelegt. Es wurden jeweils 2 ml Medium mit entsprechender
Medikamentenkonzentration, bzw. zur Kontrolle das Medium ohne Medikament
hinzugeben. Die Behandlung wurde tber 24 h mit Therapeutikumansatz im 10 %
FCS Zellkulturmedium durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit sCD95Fc in
Konzentration von 3, 30 und 300 pg/ml und mit der Kombination aus Remicade® von
10 pg/ml und sCD95Fc von 30 pg/ml behandelt. Die Tumorzellinvasivitat entspricht
der GrolRe der ungefarbten Regionen, die durch Tumorzellen in der verdauten
Fibroblastenschicht entstehen. Die Auswertung der ungefarbten Regionen wurde

semiquantitativ abgeschatzt (s. 2.6.5.) und entspricht dem Invasionspotential der

Tumorzellen (Trauzold A. et al. 2005). Die Ergebnisse wurden fotographiert und in
einer Tabelle miteinander verglichen (Tab. 16).

Die PancTulLuc-Zellen zeigen viel mehr invasives Tumorzellpotential als die
Zelllinien Pancl und PancTul. Bei der PancTul- Zelllinie scheint die Invasivitat auch
besonders in der sCD95Fc-Behandlungsgruppe mit der Konzentration von 300 pug/ml
entwickelt (s. Tabelle 16). Die Zelllinie Pancl ist nicht flr den Test geeignet, weil die
Zellen auf der Fibroblastenoberflache wachsen ohne in die Fibroblastenschicht zu

invadieren. Die Abbildungen sind im Anhang dargestellt.

Kontrolle sCD95Fc sCD95Fc SCD95Fc Kombi Infliximab
3 pg/ml 30 pg/mi 300 pg/mi 10 pg/ml
PancTullLuc +++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++
PancTul ++ ++ ++ +++ ++ ++
Pancl

Tab. 16: Das semiquantitativ-abgeschéatzte Invasionspotential der Tumorzellen bei
Tumorzellinvasionassay. Die Behandlung wurde tber 24 h (n=6), 48 h (n=6), 72 h
(n=6) im Medium mit 0,5 % FCS mit sCD95Fc in den Konzentrationen von 3 pg/ml,
30 pg/ml, 300 pug/ml und in Kombinationstherapie aus 10 ug/ml Remicade® und 30
pg/ml sCD95Fc, sowie einer unbehandelten Kontrolle durchgefiihrt. Die
Tumorzellinvasivitat entspricht der GroRe der ungefarbten Regionen, die durch
Tumorzellen verdauter Fibroblastenschicht entstehen: ++++ sehr stark invasiv
(100%); +++ stark invasiv (< 75%); ++ mittelgradig (< 50%); + wenig invasiv (< 25%);
- keine Invasivitat).
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3.9.9. Bearbeitung des zytologischen Materials

Die immunhistologische Farbung von Karzinomen mit dem Breitspektrum-Zytokeratin
Antikdrper (Klon KL 1) zeigt ein intensives Reaktionsmuster bei humanen epithelialen
Zellen (Fukushima, S. et al.,, 1987). Eine solche ,Markierung“ mit Zytokeratin
unterscheidet das humane Tumorgewebe von Mausgewebe in beispielsweise
orthotopen Tumoren. Bevor das Pankreastumorgewebe immunhistologisch geféarbt
wurde (s. 3.6.), wurden unbehandelte PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen
permeabilisiert und durchflusszytometrisch sowie immunhistologisch (s. 2.4.4.)
untersucht. Die FACS-Analyse zeigte eine Expression von Zytokeratin (KL 1) in den
PancTullLuc-, PancTul- Zellen (Abb. 54).
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Abb. 54: FACS-Analyse PancTullLuc-, PancTul- Zellen auf Expression von
Zytokeratin (KL 1): PancTullLuc (A); PancTul (B).
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Die fur 24 h unbehandelten PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen wurden auf
Deckglaschen fixiert und mit immunhistologisch (die LSAB-Farbungprotokolle werden
in Anhang beschrieben) gefarbt und mikroskopiert. Mit Hilfe des humanspezifischen
monoklonalen Zytokeratin Antikérpers (Klon KL 1) wurden aus dem Humangewebe
stammende Tumorzellen identifiziert, damit spater innokulierte Zellen vom murinen
Wirtsgewebe differenziert werden kdnnen. Die immunhistologische Farbung der
Pankreaszellen zeigt ein intensives charakteristisches Reaktionsmuster. Allerdings
zeigen Pancl-Zellen durchaus variable Anfarbungen, teilweise schwach geféarbte und
negative Zellen (Abb. 55).

Abb. 55: Anti-humane Zytokeratin (KL 1) - Farbung (LSAB-Methode). Mit dem
Zytokeratin spezifischen Antikorper (KL 1) wurden alle Zellen gleichmaRig positiv
braunlichgefarbt. Abgebildet sind: PancTulLuc-Zellen (A); PancTul- Zellen (B);
Pancl- Zellen (C) (VergroRRerung: x40).
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4. Diskussion

4.1. Bildgebende Verfahren fir das experimentelle orthotope
Pankreaskarzinomtransplantationsmodell, Korrelationen mit den
manuellen Messungen

Aus den im Kapitel 1.4.2.1. beschriebenen experimentellen
Pankreaskarzinomuntersuchungen im murinen orthotopen Xenotransplantations-
modell ergeben sich allerdings einige Schwierigkeiten. Ein Nachteil der orthotopen
Modelle besteht in der Durchfihrung von ausschlie3lich manuellen Messungen,
womit das Wachstum des orthotopen Priméartumors im laufenden Experiment schwer
nachvollzogen werden kann. Aus diesem Grund sind Gewichtskurven die einzigen
Daten Uber das Tumorwachstum. Erst nach mehreren Tagen kann durch Palpation
ausreichend sicher beurteilt werden, ob die orthotope Zellinokulation erfolgreich war.
Ein weiterer Nachteil ergibt sich daraus, dass die Tumorgrof3e und eventuelle
Metastasen erst durch Sektion festgestellt werden kdnnen. Dies fuhrt dazu, dass die
GruppengroRen im Rahmen von Therapiestudien entsprechend vergroRert werden
muissen, um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten (Alves, F. et al., 2001). Es
ist deshalb fir das orthotope xenogene Transplantationsmodell sehr wichtig,
zusatzliche Informationen mittels Bildgebung im lebenden Tier Gber den gesamten
Krankheitsverlauf zu erhalten (Goldbrunner, R. H. et al., 2000; Yang, M. et al., 2001).
Zur Verfigung stehen mehrere bildgebende Techniken wie das Rontgen, die
Computertomographie (CT), die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), die
Kernspintomographie (MRT), Ultraschall und optische Verfahren (Biolumineszenz

und Fluoreszenz).

Ein Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob durchgefiihrte Messungen mittels
der Bildgebungstechniken von der optischen Kammer NightOwil
(Lumineszenzmessung) und der Sonographie mit den Sektionsdaten (Tumorgewicht,
Tumorvolumen, Histologie) korrelieren kdnnen. In mehreren Studien wurde bereits
gezeigt, dass die Biolumineszenz - Imaging - Daten (BLI) mit der Menge der
transfizierten Tumorzellen korrelieren (Bhaumik, S. & Gambhir, S. S., 2002) z.B.: mit
Tumorvolumenmessungen mit Messschieber von subkutan inokulierten Krebszellen

(Jenkins, D. E. et al., 2003(1)), mit MRT-Volumenmessungen intrakranial wachsender
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Tumoren (Szentirmai, O. et al., 2006; Rehemtulla, A. et al., 2000), mit der Messung
des Gewichts von Tumoren (Vooijs, M., et al. 2002; Jenkins, D. E. et al., 2003(2)) und
mit der FACS-Analyse von Krebszellen im betroffenen Gewebe (Edinger, M. et al.,
2003). In unserer Kleintierbildgebungsstudie wurde der Wachstumsverlauf der
Pankreaskarzinome im Xenotransplantationsmodell untersucht. Um eine préazisere in
vivo-Beobachtung des Wachstums- und Metastasierungsverhaltens sowie eine
vollstandige Information tber die Morphologie des Tumors zu erhalten, wurden die
bildgebenden Messungen am selben Tier parallel durchgefuhrt und die Korrelation
der Bildgebungsverfahren ausgerechnet (Abb. 46). Das hat uns ermdglicht, eine
Vielzahl von tumorassoziierten Eigenschaften durch in vivo-Modelle dynamisch zu
visualisieren (Jenkins, D.E. et al., 2003(2); O'Neill, K. et al., 2010). Die Arbeit zeigt,
dass die beste Korrelation zwischen den Sektionsdaten (Tumorgewicht und

Tumorvolumen, mit r=0,9 (Abb. 46 F)) entsteht. Auch die Sonographiemessungen

zeigten mit den Sektionsdaten (Tumorgewicht: r=0,7 (Abb. 46 D) und

Tumorvolumen: r=0,7 (Abb. 46 E)) eine gute Korrelation. Allerdings zeigte die

Korrelation der Lumineszenzdaten mit den Sektionsdaten (Tumorvolumen: r=0,4
(Abb. 46 B) und Tumorgewicht: r=0,4 (Abb. 46 C)) im Gegensatz zu der Arbeit von

Jenkins, D. E. et al. und Vooijs, M. et al. eine niedrige Korrelation. Die Daten der

ebengenannten Autoren berichten, dass in allen Fallen eine gute Korrelation
zwischen BLI- Daten und Tumorvolumen sowie Tumorgewichtsdaten (Vooijs, M., et
al. 2002; Jenkins, D. E. et al., 2003(2)) entsteht. Die beiden Bildgebungsverfahren

(Lumineszenzmessung und Sonographie) zeigten mit r=0,2 kaum eine Korrelation

(Abb. 46 A). Allerdings zeigte die Arbeitsgruppe Snyder im Jahr 2009 im Gegensatz
zu dieser Arbeit eine hohe Korrelation der hochfrequenten Sonographie mit der
fluoreszierenden optischen Messung des orthotopen Pankreastumorwachstums in
einem orthotopen Mausmodell von humanem Pankreaskarzinom (Snyder, C. S. et
al., 2009). Die Griinde fur eine solche niedrige Korrelation in unserer Arbeit liegen
unter bestimmten kritischen Aspekten in den angewandten Methoden. Obwohl
Biolumineszenz Imaging schon in mehreren Studien zur Untersuchung der
Metastasierung eingesetzt wurde (Sweeney, T.J. et al., 1999; Edinger, M. et al., 2002;
Saur, D. et al.,, 2005), kann trotzdem ein immer wieder auftretendes Problem der
Artefakte entstehen (s. im Anhang Abb. 61). Ich habe bei der Lumineszenzmessung

festgestellt, dass durch die Entwicklung von Tumorknétchen in der Nahtreihe bzw.
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Bauchnahtmetastasen, die auch Biolumineszenz-Signale erzeugen, die
Pankreastumore gar nicht oder schlecht detektiert wurden. Es wurde von mir
beobachtet, dass die stark entwickelten Bauchnahtmetastasen mit zunehmender Zeit
die  ,richtigen® Tumore des Pankreases verdecken, weshalb die
Lumineszenzmessung teilweise gestort wurde (s. Abb. 60 B, 61 im Anhang). Auch
erscheinen tief in der Bauchhohle gebildete groRe Tumore/Metastasen wegen der
starken Abschirmung durch das daruber liegende Gewebe im Bild relativ klein,
wahrend direkt unter der Bauchdecke lokalisierte kleine Tumore sehr grof3
erscheinen (Weissleder, R., 2001). Die oben diskutierten Befunde zeigten, dass die
Anwendung von Biolumineszenz Imaging zu einem nicht unerheblichen Teil durch die
eingeschrankte Durchdringtiefe von Licht durch Gewebe begrenzt wird (Zeamari, S.
et al., 2004; Doubrovin, M. et al., 2004). Die Beobachtung, dass die Biolumineszenz-
Signale nur von lebenden Krebszellen und nicht von Nekrosen in Tumoren abgeleitet
sind, steht im Einklang mit unserer Korrelation der Lumineszenzmessung mit dem
Tumorvolumen nach Sektion und Sonographie (da nekrotische Stellen nicht sichtbar
sind) (Edinger, M. et al., 2002; Lyons, S.K. 2005). Das erklart die starken
Standardabweichungen bei der Lumineszenzmessung zum spateren Messzeitpunkt
am POD 21 (Abb. 60 B, 61). Aus diesem Grund kam es in Pankreastumoren ab
einer gewissen Groéf3e durch die Auspragung einer zentralen Nekrose vereinzelt zu
einer merklichen Verlangsamung der Zunahme der Erzeugung der Biolumineszenz-
Signale und dementsprechend zur Abflachung der Wachstumskurve. Dieser Effekt
war besonders bei der Kombinationtherapie der PancTullLuc-Tumore zu sehen. Eine
Losung ware ein Versuch mit weniger Zellen. In anderen Studien wurde berichtet,
dass mit 1x10° Zellen die Biolumineszenzmessung (Edinger, M. et al., 2002) oder
sogar mit nur 100 Zellen (Edinger, M. et al., 2003) verlasslich nachgewiesen werden
konnte. Diese Versuchsergebnisse zeigen, dass die verwendete Zellzahl drastisch
die Ergebnisse beeinflussen kann. Dies liegt zum einen auch an der Sensitivitat des
verwendeten Imaging Systems wie auch an den Kameraeinstellungen und der
Belichtungszeit, zum anderen aber auch an den fur den Versuch verwendeten
transfizierten Zellen und deren Lokalisation im Korper des Versuchstieres (Hastings
Wilson, T. & Wilson, D.M. 1998). Trotz dieser Einschrankungen ist BLI eine
informative Methode mit kurzen Untersuchungszeiten (Doubrovin, M. et al., 2004) zur
Beobachtung der therapeutischen Verfahren in in vivo- und in vitro- Studien (Welsh,
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D.K. und Kay, S.A. 2005).

Im Rahmen unserer Studie wurde die Ultraschallvolumetrie durchgefuhrt. In der
Tumorforschung wird Sonographie meistens in den therapeutischen Studien
verwendet, um die zeitliche Dynamik des Krebswachstums zu Uberwachen. Als
Nachteil des Ultraschallimaging wurde die begrenzte Reproduzierbarkeit (keine
Ganzkorper-Studie) und auch eine grol3e Qualitdtsabhangigkeit vom Untersucher
festgestellt (Serkova, N. J. et al, 2009). Die Grinde fur die grol3en
Standardabweichungen in unseren Sonographieergebnissen kdnnen ebenso wie bei
der Lumineszenzbildgebung daran liegen, dass die Differenzierung zwischen
Tumorgewebe und Bauchnahtmetastasen genau wie bei den Tumoren, die in den
Magen oder andere Organe infiltrieren, die Auswertung der Daten erschwert (Abb. 60
B, 61).

Unsere Versuche konnten nochmals bestatigen, dass jede(s) bildgebende
Technik/Verfahren ihre spezifischen Vorteile und Einschrédnkungen hat. Die
genannten Fakten legen dar, dass die Biolumineszenz- und Ultraschall-
Bildgebungsmodalitaten erganzende Ansatze fur die Uberwachung der
Tumorprogression und des Therapieansprechens in praklinischen Studien mit
orthotopen Mausmodellen fir menschlichen Krebs sind. Da die Biolumineszenz- und
Ultraschall- Bildgebungsstudie keine genauen Informationen tber Morphologie und
Wachstumsmuster der einzelnen Tumore ergibt, diirfen postmortale makroskopische
oder mikroskopische Analysen des Gewebes oder der Krebszellen nicht
ausgeschlossen bleiben. Die obengenannten Widersprtiche zur Literatur konnten die
Aussage bestatigen, dass die Bildgebungsmethoden die Verlaufsdaten des
Tumorwachstums vervollstéandigen und als zusatzliche Information dienen, aber sie
liefern in der gegenwartig durchgefiihrten Form keine so prézisen Daten wie die

Sektionsdaten selbst.
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4.2. Entwicklung des Tumorwachstums und der Metastasenbildung

4.2.1. Palliative und adjuvante praklinische Tumormodelle

In unserem Versuch wurden in den orthotopen Tiermodellen hohe Raten beziglich
des Anwachsens der Pankreastumoren bis zu 100 % erreicht. Wegen eines stark
eingeschrankten Immunsystems hat die immundefiziente Maus keine
AbstolRungsreaktion gegen das Fremdgewebe, was diese Maus zu einem idealen
Wirt fir homologe und xenogene Transplantationen macht (Ovejera, A. A. &
Houchens, D. P.,, 1981). Zu diesem Modell wurden auch in der Arbeitsgruppe von B.
Sipos sehr hohe Anwachsraten mit verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien
beschrieben (Sipos, B. et al. 2003). Die immundefizienten Mause tolerierten die
inokulierten Tumorzellen im Pankreas ohne Zeichen einer Abwehrreaktion. Ahnliche
Ergebnisse wurden von Tepel, J. und Egberts J.H. prasentiert (Tepel, J. et al., 2006;
Egberts J.H. et al., 2008). Schon etwa 7 Tage nach Implantation nach einer Injektion
von D-Luciferin leuchteten die meisten Panc Tu Luc- Tumore. Dies erlaubt eine
Lumineszenzmessung der Zellen mittels der optischen Kammer (Abb. 18, 19). Dies
war fir die Qualitatskontrolle der Tumorimplantation sehr wichtig. Sonst kénnten
Tumore in der Regel erst nach 3 Wochen durch Palpation erkannt werden
(Mohammad, R. M. et al.,, 1998). Mehrere Berichte unterstitzen die Verwendung
dieses Modells mit der klinischen Vergleichsstudie von Xenograft- und klinischen
Tumorbiopsien (Becher, O. J. & Holland, E. C., 2006; Sausville, E. A. & Burger, A. M.,
2006). Zum Beispiel beobachten Scholz C. C. und Fiebig H. H. in ihren Studien eine
Korrelation mit den klinischen Ergebnissen fir Tumorwachstumshemmung (97%) und
Chemosensibilitat (90%) (Scholz, C.C. et al., 1990; Fiebig, H.H. et al., 2004).

Obwohl in der Humanmedizin nach erfolgreicher Pankreaskarzinomresektion eine 3
jahrige Uberlebensrate von ca. 30 % beschrieben wurde (Magistrelli, P. et al., 2000;
Jemal, A. et al.,, 2008; Siegel, R.L. et al.,, 2015), entwickeln mehr als 70 % der
Patienten nach radikaler RO-Resektion Lokalrezidive (Sperti, C. et al.,, 1997). Das

Resektionsmodell von humanen Pankreastumoren in SCID Beige Mausen (s.

1.4.2.2.) wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Kalthoff erfolgreich im Jahr
2006 etabliert und von Egberts J.H. im Jahr 2007 beschrieben (Egberts J.H. et al.,

2007). Die durchgefuhrte subtotale Pankreatektomie (die Entfernung eines Teils des
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Pankreas) spiegelt eine Kklinische Situation nach einer kompletten
Primartumorresektion (RO-Resektion) in dem Resektionsmodell wider, so dass die
Wirkung der adjuvanten oder neo-adjuvanten Therapie auf die nach Resektion
entstehenden Rezidive, sowie auf die Metastasenentwicklung mit der in der Klinik
nach Resektion des Primartumors vergleichbar erscheint (Tepel, J. et al., 2006). In
unserer Studie wurden die Lokalrezidive (bei allen 10 Tieren) nach radikaler RO-
Resektion in der adjuvanten klinischen Situation bei allen Tieren in der
Kontrollgruppe beobachtet (s. Tab. 18). Auch mehrere in vivo- Studien mit
verschiedenen  Tumorzellen  wiesen  eine  entscheidende  Rolle  der
Entzindungsreaktionen im Gewebe fur die lokalen Tumorrezidive auf (van Rossen,
M.E. et al., 2001; ten Kate, M. et al., 2004). Aus diesem Grund verdoppelten sich die
Anzahl der Bauchnahtmetastasen in der Kontrollgruppe nach der Resektion in dem
adjuvanten Modell (10 von insgesamt 10 Tieren) im Vergleich mit dem palliativen (4
von insgesamt 9 Tieren) Ansatz (Abb. 42, 43). Das Ansiedeln von Tumorzellen in den
Wundrandern der Laparotomie unterstitzt die Hypothese von Tepel, J., dass eine
Tumorzellmanifestation bevorzugt dort stattfindet, wo Wundheilungsprozesse
ablaufen (Tepel, J. et al., 2004). In der Tat haufen sich klinische und experimentelle
Befunde, in denen die Entzindungen die Tumorentstehung, das Wachstum und die
Ausbreitung von Tumoren fordern. Des Weiteren wurden drastische
Metastasierungen (ca. 67 %) bzw. auch Ansiedeln von Tumorzellen in den
Wundrandern der Laparotomie in der Studie von Tepel beschrieben (Tepel, J. et al.,
2004). In unserem Versuch des orthotopen Pankreaskarzinommodells ohne
Tumorresektion wurden minimale Leber- oder Milzmetastasen nachgewiesen (s.
Seite 77). Als Alternative zur chirurgischen orthotopen Injektion kann man eine
ultraschallgefuihrte Injektion betrachten (Schneider, G. et al., 2005). Dieses Verfahren
verhindert chirurgisch bediete Komplikationen. Andererseits wurde von Shanks
Huynh gezeigt, dass die Tumore aus solch einer Studie nicht nur auf die
Bauchspeicheldriise lokalisiert, sondern tberall in der Bauchhdhle verbreitet sind und
es ist nicht klar, ob dies eine Folge der Metastasierung ist oder mdglicherweise von
Zellen, die wahrend des Verfahrens in die Umgebung freigesetzt wurden (Huynh,
A.S. etal., 2011).
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Am postoperativen Tag 21 unterscheideten sich das Tumor- und Metastasenvolumen
(Abb. 41, 43), auch das Tumor- und Metastasengewicht (Abb. 40, 42) in_den
Kontrollgruppen bei der palliativen Situation im Vergleich zur adjuvanten klinischen

Situation nicht signifikant. Dies bedeutet, dass die radikale Resektion (RO-Resektion)
auf die Krebsbehandlung in unserem Versuch ohne medikamentése Behandlung

(Kontrollgruppen) keine positive Wirkung hatte. Unsere Ergebnisse entsprechen nicht

klinischen Situationen mit radikaler Resektion des humanen Pankreaskarzinoms
(Tepel, J. et al., 2004).

4.2.2. Orthotope Inokulation der PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zelllinien

Derzeit ist eine grol3e Anzahl von Pankreastumorzelllinien verfugbar (s. Tabelle 17).
Die etablierten Pankreaskrebszelllinien liefern eigene genetische Informationen und
Aszites, Lebermetastasen oder

entstehen aus Priméartumor,

Lymphknotenmetastasen:

Zelllinie Ursprung Genetische Mutation Typ
A818.4 Aszites K-ras, p53, pl6 PDAC
AsPC-1 Aszites K-ras, p53, p16 PDAC
BxPc3 Primartumor p53, pl6, DPC4 PDAC
Colo357 Lymphknotenmetastasen K-ras, DPC4 PDAC
HPAF-2 Aszites K-ras, p53, pl6 PDAC
MiaPaCa-2 Priméartumor K-ras, p53, p16 PDAC
Pancl Priméartumor K-ras, p53, p16 PDAC
Panc89 Lymphknotenmetastasen p53, pl6 PDAC
PancTu 1 Primartumor K-ras, p53, p16 PDAC
PT45P1 Primartumor K-ras, p53, p16 PDAC

Tabelle 17: Herkunft und genetische Mutation der Pankreaskarzinom-Zelllinien nach Andrew,
M. Lowy (transplantiert in der SCID-Maus) (Andrew, M. Lowy, 2008)

Als Basis der durchgefihrten Untersuchungen erfolgten Experimente mit den gut
etablierten Zellen der Pankreaskarzinomzelllinie PancTul, Pancl (Sipos, B. et al.
2003) (s. Tabelle 17) und PancTulLuc. Diese Zelllinien zeigten deutliche
Unterschiede in ihrer Morphologie (Abb. 5). Die untersuchten Tumore unterschieden
sich ebenfalls signifikant in der Gro6RRenzunahme, z. B. bei der
Ultraschalluntersuchung: Pancl-Tumore entwickelten sich langsamer als PancTul-
Tumore; PancTulLuc-Tumore wuchsen schneller als Pancl- und schneller als
PancTul-Tumore (Abb. 32). Die einfachste Erklarung dieser Tatsache wurde
mehrfach auch in den beschrieben, wo die

Projekten ausgewahlten
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Pankreaskarzinomzelllinien unterschiedliche Eigenschaften haben. Rozenblum E.
und Moore, P. S. zeigten ebenfalls, dass durch Aggressivitats- bzw.
Metastasierungsverhalten der Zellen unterschiedliche Tumore hervorgehen
(Rozenblum, E. et al., 1997; Moore, P. S. et al., 2001).

Die Tierversuche mit orthotop inokulierten PancTullLuc-Zellen bieten verschiedene
Untersuchungsmaglichkeiten und liefern zuséatzlich mittels Lumineszenzmessung
Informationen tber das Tumorwachstum. Fir den Nachweis des Tumorwachstums
wurde Biolumineszenz-Bildgebung durch Messen der Luciferase-Aktivitat in
vivo durchgefuhrt unter Verwendung eines NightOWL LB 983. Durchgefihrte
Untersuchungen zeigten, dass die PancTullLuc-Zellen nicht nur fiir die Uberwachung
der Tumorzellen oder des Tumorwachstums sehr gut geeignet sind, sondern auch far
die Kontrolle, ob die humanen Tumorzellen nach orthotoper Xenotransplantation in
der Maus angewachsen sind (Weissleder, R., 2001). Es zeigte sich, dass die
PancTullLuc-Tumore viel schneller und aggressiver wuchsen, im Vergleich zu den
PancTul-Tumoren. In der Literatur gibt es eine Vermutung, dass entweder eine hohe
Luciferase-Aktivitat oder die Zugabe von Luciferin-Substrat einen Einfluss auf das
Tumorzellwachstum hatte (Tiffen, J. C. et al., 2010). Dennoch muss darauf
hingewiesen werden, dass solche therapeutischen Studien mit einem murinen,
orthotopen Xenotransplantationsmodell mit PancTullLuc-Zellen zwar sehr informativ
sind, aber wegen der schnellen Tumorentwicklung zeitlich begrenzt sind, was die
medikamentdse Wirkung des therapeutischen Praparates behindert. Auf3erdem
zeigten die PancTullLuc-Tumore, die am POD 27 entnommen wurden, bei den

histologischen Untersuchungen nekrotische Stellen.

Aus unserer Studie zeigen wir den Schluss, dass die aus humanem, duktalen
Pankreaskarzinom stammende PancTul-Zelllinie bei orthotoper Inokulation zwar
schnellwachsend ist, aber nicht so drastisch wie die PancTulLuc-Zelllinie. Das
Ergebnis steht im Einklang mit der Literatur, dass die Verwendung der PancTul-
Zelllinie in dem Tierversuch bis zu 30 Tagen mdglich ist und damit ist die PancTul-

Zelllinie fur therapeutische Studien gut geeignet (Egberts, J.H. et al. 2008).
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Die Tiere aus den Pancl- Gruppen hatten einen optisch sehr gesunden Zustand und
zeigten sich sehr langsam entwickelnde kleine Pankreastumore (Abb. 37, 38). Aus
diesem Grund wurde ausnahmsweise der Sektionstag von POD 27 auf POD 34
verlegt. Wie schon Fidler 1. J. ausfuhrlich erlautert hat, ist der Prozess der
Metastasierung hoch spezifisch und sein Ergebnis hangt von der Wechselwirkung
von metastatischen Zellen und Umgebung ab (Fidler, 1.J., 1995). Bei aggressiv
wachsenden Zelllinien finden sich bereits nach 8 Wochen disseminierte Zellen in
Lunge und Leber (Fidler, I. J. & Hart, I. R., 1982; Fidler, 1.J., 1995). Bei der
vorliegenden Studie wurde bei allen Tieren eine hohe Lebermetastasenanzahl
beobachtet (Tab. 6), deswegen kénnen die Pancl-Zellen als die Zelllinie mit einem
hoheren metastasierenden Potential bezeichnet werden (Wang, B. et al., 2001). In
den vorliegenden Untersuchungen konnte bestatigt werden, dass das Modell
orthotoper Inokulation mit der Pancl- Zelllinie sich sehr gut fiir lang andauernde
therapeutische Studien zur Metastasierung eignet. Im Gegensatz dazu beobachtet
man, dass Mause mit Tumoren der Bauchspeicheldrise von PancTullLuc- und
PancTul-Zelllinien keine Lebermetastasen aufwiesen (s. Tab. 6). Unsere Ergebnisse
legen nahe, dass abhangig von der verwendeten Zelllinie verschiedene

Krankheitsverlaufsaspekte beobachtet werden kbnnen (Moore, P. S. et al., 2001).

4.3. Medikamentoése Wirkung von CD95L- und TNF-a- blockierenden
Substanzen

4.3.1. Therapeutische Wirkung auf das Tumorwachstum in den
Behandlungsgruppen

Es wurde festgestellt, dass CD95L zu nicht-apoptotischen Funktionen des
CD95/CD95L -Systems beitragt (Trauzold, A. et al., 2005; Peter M. E. et al., 2007).
Es ist bereits bekannt, dass die Bindung von CD95L an seinen Oberflachenrezeptor
CD95 (Suda, T. et al., 1993) eine grofRe Rolle bei der Erhéhung von Matilitdt und
Invasivitat in CD95-Apoptose-resistenten Pankreastumorzellen spielen kann (Chen,
L. et al., 2010). Unsere Ergebnisse bestéatigen diese Theorie nur teilweise unter den
gegebenen Versuchsbedingungen. Die erhaltenen in vivo-Daten nach der CD95L-

Hemmung mit l6slichem Fusionsprotein sCD95Fc liefern einen signifikanten
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Unterschied nur bei der Behandlung (in der Dosis 10 ug/g KGW pro Behandlung) in
der palliativen Situation bei orthotoper Inokulation der PancTullLuc- Zelllinien. Dies

betraf _ausschliel3lich _das Tumorgewicht (Abb. 34), ein relativ hartes read-out-

Kriterium, jedoch nicht die entsprechenden Tumorvolumenbestimmungen. Weitere

sCD95Fc-Behandlungsgruppen bei palliativen und adjuvanten Situationen zeigten
beim Einsatz von loslichem Fusionsprotein sCD95Fc keine signifikanten
Unterschiede. Dagegen wurde in der 2007 veroffentlichen Arbeit von Peter, M. E. mit
einem anderen experimentellen Ansatz gezeigt, dass viele Krebsarten mit CD95-
vermittelten Entziindungen verlaufen, was wiederum zum Tumorwachstum beitragen
kann. Somit konnte die CD95L-CD95-Bindung zum Tumorwachstum durch die
Induktion der chemotaktischen Faktoren beitragen (Peter, M. E. et al., 2007). Die
Studie von Chen L. zeigt, dass CD95 eine wachstumsfordernde und
tumorentstehende Rolle spielt. Der Verlust von CD95 in den Eierstockkrebs- und
Leberkrebs- Mausmodellen reduziert die Inzidenz von Krebserkrankungen sowie die
TumorgroRe (Chen, L. et al., 2010).

Die durchgefuhrten palliativen und adjuvanten Therapien bestatigen eine
therapeutische Wirkung der TNF-a-Hemmung in der Infliximabgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Dabei kann die nonapoptotische Funktion des TNF-a-Systems
beeinflusst werden (Abb. 20-22, 26, 27). Dies steht im Einklang mit der Literatur
(Egberts, J.H. et al. 2008). Dies wirde auch die Tatsache erklaren, das obwohl TNF-
a die apoptotische Kaskade auslésen kann, unter physiologischen Bedingungen hier
TNF-a hauptsachlich proinflammatorische Wirkung erzeugt, was zu Apoptose- bzw.
Chemoresistenz fuhrt (Schneider-Brachert, W. at al.,, 2013). Die Reduktion der
Metastasenanzahl und des lokalen Tumorwachstums nach der therapeutischen
Wirkung der TNF-a-Hemmung in der Infliximabgruppe (Abb. 20-22, 26, 27) wirde
sich durch eine Abnahme von uPA- und IL-8-Aktivitat erklaren (Scallon, B. et al.,
2002; Egberts, J. H. et al., 2008; Maier H. J. et al., 2010). Zurzeit existieren auch die
entgegengesetzten Publikationen, die anti-tumorwirkende Eigenschaften von TNF-a
bestatigen (Murugesan, S. R. et al., 2009; Furukawa, K. et al., 2011).

Die CD95L-Hemmung und die gleichzeitige Hemmung des Todesliganden TNF-a als
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Kombinationstherapie zeigte eine Stimulation des Tumorwachstums (Abb. 26-28) und
der Metastasierung (Abb. 31). Die Metastasenanzahl (Bauchnaht-, Leber-, Milz-
Metastasen) nach dem palliativen Therapieansatz bei orthotoper Inokulation der
PancTulLuc - Zelllinien zeigten eine positive therapeutische Wirkung der CD95L-
Hemmung (s. Seite 77). Man wirde erwarten, dass Infliximab besonders effektiv in
Kombination mit weiteren chemotherapeutischen Wirkstoffen wirken wirde. Es gibt
zwar bislang keine Angaben aus der Literatur hierzu, es scheint aber die Hemmung
von CD95L in der Kombinationstherapiegruppe einen positiven Effekt der TNF-a-
Hemmung aufzuheben (Abb. 26-28). Dies konnte sich daraus erklaren, dass die
CD95L-Hemmung und die gleichzeitige Hemmung des Todesliganden TNF-a zu
einer unerwarteten Gegenregulation in den Krebszellen fuhrt, im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Barnhart, B. C. und Egberts, J. H., wo die Hochregulation von NF-
kappaB durch die Behandlung der Tumorzellen mit CD95L- oder TNF-a- Liganden
zur Invasivitat der apoptoseresistenten Tumorzellen fuhrt (Barnhart, B. C. et al.,
2004; Egberts, J. H. et al., 2008).

4.3.2. Vergleich der palliativen und adjuvanten Therapieansatze

Die durchgefuihrten Versuche zeigen unterschiedliche therapeutische Wirkungen

zwischen den palliativen und adjuvanten Ansatzen in der Infliximabgruppe und

Kombinationstherapiegruppe. Es wurde bei palliativer Therapie eine signifikante
therapeutische Wirkung in der Infliximabgruppe beobachtet, die bei der adjuvanten
Therapie nicht mehr vorhanden ist. Die gleiche therapeutische Wirksamkeit von
Infliximab beschreibt Tiwari, S. in seiner Publikation, in der eine 78% Abnahme in der
Wachstumsrate des Pankreastumors des Primartumors in dem Mausmodell
beobachtet wurde (Tiwari, S. et al., 2011). Im Gegensatz dazu hat Egberts, J.H. in
seinen Ergebnissen gezeigt, dass die Hemmung von TNF-alpha eine
vielversprechende Therapieoption, insbesondere in der adjuvanten Therapie nach
subtotaler Pankreatektomie, ist (Egberts, J. H., et al. 2008). Dieser Unterschied zu
der Studie von Egberts J. H. (2008) bleibt zunachst unerklart.

Beim Tumorgewichtsvergleich zwischen Kombinationstherapiegruppen der palliativen
und adjuvanten Ansadtze wurde eine Tumorwachsstimulation bei der adjuvanten

Therapie zur palliativen Therapie festgestellt (Abb. 40). Ebenfalls unterscheidet sich
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mit drastischem Tumorwachstum das Volumen der Kombinationstherapiegruppen bei
der palliativen Therapie von der adjuvanten Therapie (Abb. 41). Interessanterweise
zeigten die Tumore, besonders die beim adjuvanten Therapieansatz in der
Kombinationstherapiegruppe, ein sehr stroma- und bindegewebsreiches
histologisches Bild im Vergleich zu den Priméartumoren (Abb. 39). Unser Versuch
zeigt einen Einfluss der adjuvanten Therapie auf das Tumorwachstum besonders in
der Kombinationstherapiegruppe (Abb. 40, 41). Die Erklarung dieser Tatsache

kénnten weitere histologische Untersuchungen bringen.

In unserer Studie wurden Lokalrezidive nach radikaler RO-Resektion in der

adjuvanten klinischen Situation bei allen Tieren in allen Behandlungsgruppen, also zu
100 %, beobachtet (s. Tabelle 18). Auch Tepel J. und Raa S. T. haben ein verstarktes
Wiederauftreten des Tumors an entfernten Stellen nach der Operation beobachtet
(Tepel, J. et al., 2006; Raa S. T. et al., 2005). Mehrere in vitro - und in vivo- Studien
mit anderen Tumorentitdten wiesen auch eine entscheidende Rolle der
chirurgieassoziierten Entziindungsreaktionen fir die lokalen Tumorrezidive auf (van
Rossen M. E., et al., 2001, ten Kate, M. et al., 2004).

Behandlungsgruppe | Lokalrezidiv, mg | Metastasen, mg Metastasen Anzahl

Kontrollgruppe 437,5 567 bei allen 10 Tieren

sCD95Fc 820 686,5 bei allen 10 Tieren
Kombinationstherapie 967,5 647,5 8 von 9 Tieren
Infliximab 374 764 7 von 8 Tieren

Tab. 18: Analyse der Lokalrezidiv- und Metastasenanzahl nach adjuvanter Therapie
(PancTulLuc-Pankreaskarzinomzelllinie)

Die Bauchnahtmetastasenzahl sowie das Metastasenvolumen und das
Metastasengewicht bei der palliativen Therapie ist deutlich niedriger als bei
adjuvanter Therapie in allen Behandlungsgruppen (Abb. 40, 41). Dies unterstutzt die
Hypothese von Egberts J. H., dass entzindungsférdernde Mediatoren (z. B.
Zytokine) eine wichtige Rolle bei der hd&matogenen Metastasierung von Krebszellen,
besonders nach dem operativen Eingriff, spielen (Egberts, J. H. et al.,, 2008).
Operations-assoziierte entzindliche Reaktionen sind nicht auf die Resektionsflache

beschrankt, sondern systemisch verteilt (Badia, J. M. et al., 1996; Aosasa, S. et al.,
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2000). Zusammenfassend lasst sich basierend auf diesen Ergebnissen sagen, dass
die in vivo-Versuche im Wesentlichen der Situation in der Humanmedizin

entsprechen (Tepel, J. et al., 2004).

Laut Egberts J.H. (2007) sind von einer Fernmetastasierung nach reseziertem
Pankreaskarzinom insbesondere Leber und Lunge sowie die regionalen
Lymphknoten, das Mesenterium und das Zwerchfell betroffen. Ein adhéarentes
Wachstum des Rezidivs betrifft haufig Niere, Milz und Ovarien (Egberts, J.H. et al.,
2007). Ahnliche Ergebnisse zeigen die Versuche von Tepel J., die Organmetastasen
traten bei 67% bei der adjuvanten Therapie im Vergleich zu 25% der Tiere nach der
palliativen Therapie auf (Tepel, J. et al., 2006). Unsere Ergebnisse bestatigen die
Aussage, dass die Lokalrezidive wund die Metastasierungen in den
Tierversuchsstudien vergleichbar sind mit der klinischen Situation in der

Humanmedizin.

4.4. Vergleich von in vitro- und in vivo- Versuchen

In dieser Arbeit wurde die Hemmung von zwei zelltodvermittelnden Liganden CD95L
und TNF-a durch in vitro- und in vivo- Studien untersucht. Im Vordergrund stand
dabei die Regulierung der Entstehung des Entziindungsprozesses in der Tumorzelle
und eines Wirkmechanismus von Signalkaskaden, welche schlieBlich zum
programmierten Zelltod (Apoptose) fuhren. Die therapeutischen in vitro- und in vivo-
Wirkungen einer CD95-Ligandenblockierenden Substanz (das Fusionsprotein
SCD95Fc), auch die Wirkung der CD95L-Hemmung und gleichzeitig anderer
Todesliganden (TNF-a) wurden als Kombinationstherapie getestet. Als
Vergleichstherapie wurde die schon bekannte Therapie mit Infliximab (Remicade®)

eingesetzt.

In diesem Versuch wurde eine sehr hohe Korrelation der in vivo- und in vitro-

Ergebnisse des Zellwachstums der PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen

beobachtet. Obwohl die PancTullLuc-Zellen von der PancTul- Zelllinie abstammen,
wachsen die PancTullLuc-Tumore in vitro und auch in vivo schneller und invasiver im
Vergleich zu PancTul. Dies kann durch die Selektion nach stabiler Transfektion

erklart werden.
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Durchgefiihrte Tumorzellinvasionassays (invasives Tumorzellpotential in der

Kontrollgruppe) zeigten eine erhéhte Invasivitat der PancTulluc-Zellen, etwas

weniger die PancTul- Zellen, wahrend die Pancl-Zellen aufgrund von langsamen
Wachstums nicht fir den Test geeignet sind (s. Tabelle 16, Abb. 56). Die in vitro-
Ergebnisse der PancTullLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen entsprechen den in vivo-
Daten. Ein kritischer Punkt ergibt sich bei der semiquantitativ-abgeschéatzten
Einstufung der therapeutischen Einwirkung. Dies kdnnte eine Erklarung sein, warum
die folgende Daten (Tab.16) nicht den veréffentlichten Ergebnissen von Egberts, J.
H. im Jahr 2008 entsprechen (Egberts, J. H. et al, 2008). Das
Tumorzellinvasionassay gibt nur eine grobe Vorstellung Uber die therapeutische
Behandlung (s. 3.9.8.).

In einer Grundlagenstudie von Voskoglou-Nomikos, T. wurde darauf hingewiesen,
dass abhangig von der Tumorzelllinie bzw. der Zellheterogenitat nicht alle in vitro-
und in vivo- Versuche miteinander korrelieren (Voskoglou-Nomikos, T. et al., 2003).
In unserem Versuch wurde keine Korrelation zwischen der Geschwindigkeit des in
vitro- und in vivo- Wachstums festgestellt. Dies wirde auch die Tatsache erklaren,
dass fur solche Abweichungen unter den einzelnen Zelllinien, z.B. die Abhangigkeit
von der jeweiligen Umgebung (bzw. Medium oder Pankreasgewebe SCID-Maus)
erheblich ist (Wagner, Ch. & Miiller, O., 2009).

Die weiteren Untersuchungen der therapeutischen Wirkung von CD95L- und TNF-a—

blockierenden Substanzen auf das Tumorwachstum in der in vitro- und in vivo-
Gruppe stitzen sich bei allen Zelllinien auf Daten aus mehreren Studien z.B. von
Tepel, J. sowie Egberts, J.H.. Dort wurden &hnliche Ergebnisse mit der minimalen
Hemmung der Proliferation und Invasivitat der PDAC-Zellen in vitro und der starken
antitumoralen Wirkung in vivo nach der Infliximab-Behandlung beschrieben (Tepel, J.
et al., 2006, Egberts, J.H. et al. 2008).

Es wurde in in vitro- sowie in vivo- Untersuchungen mit PancTullLuc-Zellen in den

Kombinationstherapiegruppen eine deutliche Erhéhung der Stimulation des

Zellwachstums (bis 350 %) beobachtet. Die erhaltenen Werte der
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Zellwachstumsuntersuchung bei der Stimulation des Wachstums von PancTullLuc-
Zellen  korrelieren nicht mit der Optischen Dichte von denselben
wachsenden/lebenden Zellen (zeigen keine signifikanten Werte, s. Tabelle 8, 9). Aus
diesem Grund ist es sinnvoll die Daten nicht zu bericksichtigen und die

Zellwachstumsuntersuchung zu wiederholen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass es in der medizinischen Forschung
sehr schwierig ist in in vitro- Studien eine klinische Situation zu simulieren. So zeigen
hauptséachlich in vivo- Modelle, ob die in vitro-Untersuchungen auf einen komplexen
Organismus ubertragbar sind. Diese Tiermodelle sind somit unerlasslich, um die
Wirksamkeit neuer therapeutischer Strategien hinsichtlich ihrer klinischen
Anwendungen bei den bisher als therapieresistent einzustufenden Rezidiven zu
untersuchen. Das unterstreicht die Wichtigkeit der in vivo-Versuche als notwendigen

und wesentlichen Bestandteil der medizinischen Forschung.
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Zusammenfassung

Es handelt sich beim duktalen Pankreasadenokarzinom um eine seltene, aber sehr
geféhrliche Krebsart mit &uf3erst schlechter Prognose fur die betroffenen Patienten.
Es wurde in mehreren Studien bereits aufgezeigt, dass eine erhohte NF-kB Aktivitat
in den Pankreaskarzinomzellen zur Auspragung einer klinischen Chemoresistenz
beitragen kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei klinische Situationen, die
adjuvante und palliative Therapie, miteinander verglichen werden. Die Lokalrezidive
wurden nach radikaler RO-Resektion in der adjuvanten klinischen Situation bei allen
Tieren in der Kontrollgruppe beobachtet. Auch die Anzahl der Bauchnahtmetastasen
in der Kontrollgruppe verdoppelten sich nach der Resektion bei dem adjuvanten
Modell im Vergleich mit dem Palliativen. Es h&ufen sich klinische und experimentelle
Studien, dass chronische Entzindungen die Tumorentstehung, das Wachstum und
die Ausbreitung von Tumoren férdern. Ohne Tumorresektion wurden in unserem
Versuch mit der Zelllinie PancTul keine Leber- oder Milzmetastasen im orthotopen
Pankreaskarzinommodell nachgewiesen. Unsere Ergebnisse bestatigen jedoch die
Aussage, dass nach Resektion die Lokalrezidive und die Metastasierungen in den
Tierversuchsstudien vergleichbar sind mit der klinischen Situation in der
Humanmedizin. Man kann deshalb neue Strategien und Techniken fir einen neuen

adjuvanten Ansatz in dem orthotopen Xenotransplantationsmodell entwickeln.

Es wurde festgestellt, dass die Hochregulation von NF-kB durch die Behandlung der
Tumorzellen mit CD95L- oder TNF-a- Liganden zur Invasivitdit von
apoptoseresistenten Tumorzellen fihrt. In unseren Studien konnte unter den in vitro-
und in vivo- Bedingungen eine begrenzte therapeutische Wirkung (nur auf
Tumorgewicht in der PancTulLuc-sCD95Fc-Behandlungsgruppe) einer CD95L-
blockierenden Substanz auf das PDAC-Zellenwachstum beobachtet werden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin beobachtet werden, dass sich durch die
Kombinationsbehandlung aus CD95L-Hemmung und gleichzeitiger Hemmung
anderer Todesliganden (TNF-a) das Tumorwachstum (jedoch) erhéhte. Im Gegensatz
dazu wurde eine Tumorreduktion bei der alleinigen Hemmung des TNF-a -

Todesliganden (Infliximabtherapie) nachgewiesen.
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Zusammenfassung

Ein Grund fir die schlechte Prognose ist, dass das Pankreaskarzinom keine
spezifischen klinischen Symptome in Fruhstadien aufzeigt. In den vorliegenden
Untersuchungen konnte bestatigt werden, dass die htchste Genauigkeit der Daten
der Tumoruntersuchung erst nach einer Sektion erreicht wurde. Das bestatigt die
Aussage, dass die Bildgebungsmethoden die Verlaufsdaten des Tumorwachstums
vervollstandigen und als zusatzliche Information dienen, aber sie liefern in der hier

durchgefuhrten Form keine so prazise Daten wie die Sektionsdaten selbst.

In  unserem \Versuchsansatz verfigt das Pankreaskarzinom U(Uber eine
aulRerordentliche Heterogenitat und Vielfalt der Tumore bzw. Tumorzellen. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass abhéngig von der verwendeten Zelllinie verschiedene
Krankheitsverlaufsaspekte beobachtet werden kdnnen. Diese Daten rechtfertigen
somit die Durchfihrung weiterer experimenteller Tumorforschungsstudien, um

Patienten mit Pankreaskarzinom zu einer besseren Prognose zu verhelfen.
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Summary

Summary

The pancreatic carcinoma is a rare, very dangerous type of cancer with an extremely
poor prognosis for patients. It has already been shown in several studies that
increased NF-kB activity in pancreatic cancer cells may contribute to the severity of
clinical chemoresistance. As part of this work, two clinical situations, the adjuvant and
palliative chemotherapy, are compared. The local recurrences were observed after
radical RO resection in adjuvant clinical situation in all animals in the control group.
The number of ventral suture metastases in the control group doubled after resection
in the adjuvant model in comparison with the palliative model. Mounting clinical and
experimental studies have shown that chronic inflammation promotes tumor
formation, growth and spread of tumors promote. In our experiment or splenic
metastases were detected in the orthotopic pancreatic cancer model without tumor
resection. Our results confirm the statement that the local recurrence and metastases
in the animal studies are similar to the clinical situation in human medicine. One can
therefore develop new strategies and techniques for a new adjuvant approach in the

orthotopic xenograft model.

It has been found that up-regulation of NF-KB by the treatment of tumor cells with
CD95L- or TNF-a- ligands leads to invasiveness of apoptosis-resistant tumor cells.
Under our in vitro and in vivo conditions, a limited therapeutic effect of a CD95L-
blocking substance to the PDAC cell growth was observed (only in tumor weight in
the treatment group PancTullLuc-sCD95Fc). It was proven that the tumor growth
was even drastically increased by the combination treatment of CD95L inhibition and
simultaneous inhibition of other death ligands (TNF-a). In contrast, just the inhibition

of TNF-a (alone) resented in tumorreduction (therapy with infliximab).

One reason for the poor prognosis is that the pancreas does not show any specific
clinical symptoms in early stages. In the present study, it was confirmed that the
highest accuracy of the data analysis of the tumor was achieved after section. This
confirms the statement that the imaging methods complete the history data of tumor
growth and serve as additional information, but they provide, no precise data such as

the section data itself.
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Summary

In our experiments, the pancreas has an extraordinary heterogeneity and variety of
tumors or tumor cells. Our results suggest that depending on the cell line used
different disease aspects can be observed. These data therefore justify the
implementation of further tumor research experimental studies to help patients with

pancreatic cancer in a better prognosis.
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Protokollbeschreibung

1. APAAP-Farbung

Die losliche Enzym-Immunkomplex-APAAP-Methode ist eine indirekte Methode, bei
der sich Primarantikbrper an im Gewebe liegende Antigene binden. Der
entsprechende Sekundarantikérper (Bruckenantikorper) lagert sich an den Fc-Tell
des Primarantikdrpers an. Der APAAP-Komplex (monoklonaler Maus-lgG-Antikdrper
gegen alkalische Phosphatase) und der Sekundarantikorper verbinden beide zu einer
Bricke. Danach wurde mit Hilfe eines APAAP-Enzym-Immunkomplexes und eines
Farbstoffes das Antigen sichtbar gemacht. Sowohl der Primarantikdrper, als auch der
Antikérper des Enzym-Immunkomplexes mussen fir eine Verbindung durch den
Brickenantikdrper aus der gleichen Spezies stammen. Die Farbung besteht aus
folgenden Schritten:

1. Inkubation mit einem optimal verdiinnten Maus-Primérantikorper.

2. Inkubation mit Dako REAL™ Link-Sekundarantikérper, der mit Maus-
Immunglobulinen aller Isotypen reagiert.

3. Inkubation mit Dako REAL™ APAAP |6slichem Enzym-Immunkomplex, der spater

in der Farbung eine Farbreaktion (Substrat-Chromogenlésung) verursacht.

Die verwendeten Antikdrper stammten aus dergleichen Spezies. Durch eine
wiederholte Inkubation mit dem Sekundarantikérper und dem APAAP-Komplex wird
die Intensivierung der Farbung starker. Nachteilig bei dieser Methode ist, dass die
endogene alkalische Phosphatase nicht vollstandig unterdrickt werden kann.
Dadurch kann es zu unspezifischen Anfarbungen kommen. Um dies zu vermeiden,
wurde die Blockierungssubstanz Levamisol der Chromogenlésung zugesetzt,

wodurch die Hemmung der Phosphatase maoglich ist.

Die APAAP-Methode ist sehr empfindlich, aber zuverlassig. Die Substrat-
Chromogenlésung besteht aus Fast Red-Chromogen. Fiur die Gegenfarbungen
wurde Dako REAL™ Hamatoxylin verwendet.

Mithilfe von Dako-Immunfarbeautomaten wurden die Schnitte mit einem Drei-Schritt-

Kit REAL™ Detektion System, APAAP von Dako gefarbt.
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REAL™ Detection System, APAAP Reagenzien:
o Verdinnungsmedium Dako RealTM Antibody Diluent
o Dako REAL™ Link, Secondary Antibody (LINK) Kaninchen-Anti-Maus-
Immunglobuline in gepufferter Lésung
o Dako REAL™ APAAP Immunocomplex (APAAP)

Chromogen Red wird max. 20 min vor der Farbung angesetzt (besteht aus Substrat-
Arbeitslosung (750 ul), AP Substrate Buffer Chromogen Red 1 (30 ul), Chromogen
Red 2 (30 pl) und Chromogen Red 3(30 pL). Fur das Blockieren der endogenen
alkalischen Phosphatase ist 1 Tropfen Levamisole fur je 10 ml AP Substrate Buffer

erforderlich.

Eindeckmedium auf wassriger Basis Aquatex (Merck, Darmstadt)
Die priméaren Antikorper (KL 1 und Ki-67) wurden mit dem Antikorper-Verdunnungs-

medium verdinnt.

Die Schnitte wurden nach jedem Schritt zweimal je drei min mit Waschpuffer gespult.
Pro Schnitt wurden ca. 100-150 ul Reagenzien pipettiert und bei Raumtemperatur
inkubiert.

1. 45 min Inkubation mit priméarem Antikorper oder Negativkontrollreagenz

2. 30 min Inkubation mit dem biotinyliertem Sekundarantikdrper

3. 30 min Inkubation mit Immunokomplex (APAAP)

4. 10 min Inkubation mit dem Chromogen (RED)

5. Gegenfarbung mit Hamatoxylin (2-3 min), anschlieend wurden die Schnitte 10
min unter langsam flieRendem Leitungswasser geblaut

6. Eindecken der Proben mit einem Eindeckmedium auf wassriger Basis, Aquatex.

2. LSAB-Methode
Fur die Farbung wurde LSAB+ System-HRP Kit verwendet
LSAB+ System-HRP Kit Reagenzien:

o 3% Wasserstoffperoxid
o Biotinylierte Anti-Kaninchen-, Anti-Maus- und Anti-Ziegen-Immunglobuline

o Streptavidinperoxidase
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o DAB-Chromogen 3,3 Zoll-Diaminobenzidinchromogenlésung in Substratpuffer,

pH 7,5 direkt vor dem Gebrauch angesetzt

o wasserverdrangendes Einbettmedium Aquatex

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Alle

um endogene Peroxidaseaktivitat zu verhindern, wurden die Proben mit 3%
Wasserstoffperoxid 13 min inkubiert;

45 min wurden die Proben mit primarem Antikdrper oder Negativkontrollreagenz
inkubiert;

30 min wurde eine Inkubation mit biotinyliertem ,Link“-Antikdrper durchgefihrt;
danach wurden die Schnitte mit Streptavidinperoxidase fur 30 min bedeckt;

5 min Inkubation mit Substratchromogenlésung DAB erfolgte;

zum Schluss wurde 2-3 min eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin durchgefihrt
und 10 min unter langsam flieBendem Leitungswasser geblaut.

Schnitte wurden mit einem Eindeckmedium auf wéssriger Basis eingedeckt.
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Abbildungen

Invasion der PancTulLuc-, PancTul- und Pancl- Zellen in vitro

PancTul
Kontrolle

PancTul
sCD95Fc in Konzentration
von 3 pug/ml

PancTul
Kombinationstherapie

PancTul
Remicade® in Konzentration von 10
g/mil

PancTul
sCD95Fc in Konzentration
von 30 /mI

¥

PancTul
sCD95Fc in Konzentration

ncTul
TNF-a in Konzentration
50 ng/ml
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PancTulluc
Kontrolle

PancTulLuc
sCD95Fc in Konzentration
von 3ug/m|

PancTulLuc
Remicade® in Konzentration
von 10 pg/ml

PancTulLuc
sCD95Fc in Konzentration
von 30 pg/ml

¥ o
o

PancTulLuc
sCD95Fc in Konzentration
von 300 pg/ml

\

PancTulLuc
TNF-a in Konzentration
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Pancl
Kontrolle

Pancl
sCD95Fc in Konzentration
von 3 ug/ml

Pancl
sCD95Fc in Konzentration
v0n300 a/mil

Pancl
Remicade® in Konzentration
von 10 pg/ml

Pancl
SCD95Fc in Konzentration
von 30 pg/ml

Pancl
Kombinationstherapi

Pancl
TNF-a in Konzentration
50 ng/ml

Abb. 56: Invasionspotential der der PancTullLuc-, anl- und Pancl- Zellen bei

Tumorzellinvasionassay
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B: Orthotope Tumorzellinokulation (murines
prthc’)_-.top?s‘ Xenotransplantationsmodell)

gy i

C: Injektion der Pankreaskarzinomzellsuspension
orthotop und subkapsular ins Pankreas

E: Resektion eines 10 Tage alten F: 21 Tage altes Pankreaskarzinom in einer
Pankreaskarzinoms in der C.B-17-Maus SCID-Maus

Abb.57:  Orthotope = Tumorzellinokulation/Resektion  Pankreatektomie  des
Pankreaskarzinoms.
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Abb. 58: Hochfrequenz-Ultraschall-Imaging von VisualSonics Vevo® 770 Imaging
System (A); Schallkopf RMV706 mit 20-60 MHz (B).

POD 12
POD7 POD 17 POD 21

A

Abb. 60: Pankreaskarzinom 21 Tage nach der orthotopen Tumorzellinokulation in
einer SCID-Maus (A); Bauchdeckenmehastasen 21 Tage nach der orthotopen
Tumorzellinokulation in einer SCID-Maus (B).

180



® @ Study Name:  071209_AFG1D1_Toll3
@ !Maus Lobel:  071205_APG101_T3_PancTul_Mausl3_NeCl_t
Acquersd: 12/7/2009 2:24:09 PM
sece

3D-Mode 12/8/2009
Image: Recalled 1:48:41 PM
hel: 090812_APG101_T3_PancTuluc_Maus Re

<>

1mage: 24724 20 I

Image Label: 090908_APG101_RT_POD22_Maus50_BHM_t
Acquired: 9/8/2009 6:31:29 PM
o0 0

Abb. 61: Ultraschallmessung von VisualSonics Vevo® 770 Imaging System: 3D-
Tumoraufnahme von Tumorzysten (A-D); von Bauchnahtmetastasen (E, F).
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Abb.62: Das in vivo Imaging System NightOwlll LB 983 von Berthold
Technologies
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