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1 Einleitung

1.1 Das humane Pankreaskarzinom

111 Epidemiologie

Innerhalb der vergangenen 20 Jahre wurde in allen Landern der westlichen Welt ein
Anstieg der Inzidenz des Pankreaskarzinoms beobachtet (24,123,167,168). In Europa
und Nordamerika stellt das Pankreaskarzinom den acht- bis zehnthaufigsten soliden
Tumor sowie den zweit- bis dritthaufigsten malignen Tumor des Gastrointestinaltraktes
dar (74,214,255-256,264,273,283). Wahrend sich die hochste Inzidenz fir das
Pankreaskarzinom bei der schwarzen Bevdlkerung der USA, auf Hawaii, Maori,
Polynesien und Neuseeland mit 12-16/100.000/Jahr (160,167,239) findet, liegt die
Inzidenz in Europa bei 8-12/100.000/Jahr (24,160,167,256,283).

Das Pankreaskarzinom galt bis vor etwa 10 Jahren als typisches Malignom der
mannlichen Bevolkerung, innerhalb der letzten Jahre hat sich das Verhaltnis der
Inzidenz (Mann : Frau) jedoch auf 1,3-1,5:1,0 verschoben (123,167,256,283). Bei
Diagnosestellung liegt das Durchschnittsalter der Patienten mit einem
Pankreaskarzinom bei etwa 60 Jahren (123,167,256,283).

Die genauen Ursachen fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms sind bislang
unbekannt, als einziger sicher nachgewiesener Risikofaktor gilt der Nikotinkonsum,
welcher zu einer Verdopplung des relativen Erkrankungsrisikos fuhrt (123,141,167,283).
Ferner werden die Ernahrung, ein Diabetes mellitus, Koffein, ein Alkoholabusus, eine
familiare Disposition, sowie eine chronische Pankreatitis als potentielle Risikofaktoren
diskutiert (123,141,167,283).

1.1.2 Pathologie des Pankreaskarzinoms

1.1.21 Makroskopie und Lokalisation

Pankreaskarzinome sind in 70-80% der Falle im Pankreaskopf lokalisiert, wahrend sich
6-13% im Korpus- und 3-17% im Schwanzteil der Bauchspeicheldrise entwickeln. Das
Pankreaskopfkarzinom tendiert haufig zur Penetration der Duodenalwand

beziehungsweise zur Umscheidung des Ductus pancreaticus, wodurch eine



Gangobstruktion und ein |kterus verursacht wird (199). Hingegen kdénnen
Pankreaskorpus- und —schwanzkarzinome die Magenwand oder das Colon

transversum infiltrieren (89).

1.1.2.2 Histologische Differenzierung
Die histologische Einteilung der Pankreaskarzinome erfolgt nach histogenetischen
Gesichtspunkten (129), bei der 3 Formen der histomorphologischen Differenzierung

unterschieden werden:

Duktale Karzinome (80-90%)
Azinare Karzinome (1%)

Karzinome unklarer Histogenese

1.1.2.2.1 Duktale Karzinome

Diesbezlglich unterscheidet man verschiedene Differenzierungsformen, die in

unterschiedlicher Haufigkeit vorkommen (166):
Tubuldres Adenokarzinom

Mit einer Haufigkeit von 82% bilden sie die grof3te Untergruppe der duktalen Karzinome,
wobei solide Abschnitte und drusig-tubular differenzierte Anteile nebeneinander
gefunden werden konnen (129). Daruberhinaus kénnen sowohl zystische als auch
papillare Formen beobachtet werden. Die Ausdehnung des Pankreaskarzinoms zeigt

eine besondere Affinitat zum perineuralen Bindegewebe.

Elektronenmikroskopisch sind an der Oberflache der Tumorzellen Mikrovilli
nachweisbar, im Zytoplasma der Tumorzellen sind als Zeichen der sekretorischen
Aktivitat Prosekrettropfen angeordnet. Hierbei wird das Sekret partiell in den
Epithelzellen retiniert, verdrangt die Ubrigen Bestandteile des Zytoplasmas und
verursacht Einbuchtungen des Zellkerns, oder es kann moglicherweise in die
unterschiedlich weiten drusigen Lichtungen abgegeben werden, in denen

unterschiedlich dichte Sekretkomplexe vertreten sind.
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Muzinoses Adenokarzinom

Dieser Karzinomtyp tritt nur bei 1% der exokrinen Pankreastumoren auf. Das muzinose
Adenokarzinom besteht aus tubularen und glandularen Formationen mit ausgepragter
Schleimbildung, hierbei kdnnen sich mit Schleim gefullite Hohlrdume bilden, in denen

nur einzelne kleinere Tumorzellkomplexe angeordnet sind (129).
Adenosquamoses Karzinom

Charakteristisch fir diesen Karzinomtyp ist eine Mischung aus driisigen Tumoranteilen
mit plattenepithelial differenzierten Epithelformationen. Das adenosquamdse Karzinom

kommt in 4% der Falle eines Pankreaskarzinoms vor (83)
Plattenepithelkarzinom

Dieser Pankreaskarzinomtyp ist sehr selten und ist primar im Caput pancreatis
lokalisiert. Der Tumor besteht aus soliden, konfluierenden Epithelkomplexen, in denen

eine plattenepitheliale Schichtung besteht (129).
Pleomorphes groBzelliges Karzinom

Pankreaskarzinome diesen Typs kommen in etwa 4% vor und sind am haufigsten im
Korpus- und Schwanzteil der Bauchspeicheldrise lokalisiert. Histomorphologisch
besteht der Tumor aus spindeligen Zellen und enthalt in wechselnden Anteilen
klarzellige Komponenten wie beim Nieren- oder Nebennierenkarzinom. Daruberhinaus

werden glandulare Formationen und mehrkernige Riesenzellen beobachtet (129).

1.1.2.2.2 Azinare Karzinome

Azinuszellkarzinom

Dieser Pankreaskarzinomtyp tritt nur etwa in 1% der Falle der Pankreaskarzinome auf
(82). Das Karzinom besteht aus grofden polyedrischen Zellen, die sich um mehr oder
weniger weite Lichtungen rekrutieren und eine azinare Grundstruktur bilden. Die
Tumorzellen weisen ein granuldres Zytoplasma auf und enthalten ausgereifte oder

rudimentar ausgebildete Zymogengranula.

Bei dieser Form des Pankreaskarzioms konnen aktivierte Pankreasenzyme in die
Organumgebung und in das Blutgefalisystem freigesetzt werden und aullerhalb des

Organs autodigestiv  tryptische Nekrosen erzeugen. Die Prognose des

11



Azinuszellkarzinoms ist ahnlich schlecht, wie diejenige des duktalen Adenokarzioms.

1.1.2.2.3 Karzinome unklarer Histogenese

Pleomorphes kleinzelliges Pankreaskarzinom

Diese Karzinome sind keiner praformierten Grundstruktur zuzuordnen, wobei sie einen
ahnlichen Aufbau wie kleinzellige Bronchialkarzinome zeigen und
differentialdiagnostisch gegen Tumormetastasen im Pankreas und gegen maligne

Lymphome abzugrenzen sind (129).

11.3 Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms

Neben dem Pankreaskarzinom besteht zumeist im Pankreas eine chronische,
fibrosierende Pankreatitis, so dal® haufig eine direkte topographische Beziehung

zwischen der Tumorausbreitung und der vernarbenden Entzindung vorliegt.

Pankreaskarzinome infiltrieren in das peripankreatische Fettgewebe, in die dorsale
Bauchwand, in das Fettgewebe des Mesenteriums, in den Ductus choledochus, in die
Gallenblase, in das Duodenum und seltener in die Magenwand oder das Colon
transversum. Haufig, das heil3t bei 36-95% der Patienten, besteht eine ausgepragte
perineurale Metastasierung (129). Die lymphatische Metastasierung betrifft die
parapankreatischen, die paraaortalen und die hilaren Lymphknoten der Leber, wahrend
die hamatogene Metastasierung am haufigsten zu Lebermetastasen flhrt.

Daruberhinaus konnen Metastasen in Lunge, Pleura, Sklett und Nebennieren vorliegen.

114 Klinische Symptome

Bei 75% der Patienten fuhrt die Symptomentrias aus einem VerschluBikterus,
Oberbauchschmerzen und einem Gewichtsverlust von durchschnittlich 10kg zum
Aufsuchen des Arztes (123,167,256). Da charakteristische Frihsymtpome flr das
Pankreaskarzinom nicht bekannt sind erfolgt die Vorstellung der Patienten
beziehungsweise die Diagnosestellung haufig erst in einem fortgeschrittenen

Tumorstadium.

Bei der klinischen Untersuchung imponiert bei der Mehrzahl der Patienten ein lkterus,
das Courvoisiersche Zeichen ist in bis zu 25% der Falle positiv (167,283), eine

Hepatomegalie liegt bei etwa 65% der Patienten vor (283). Beim Auftreten von einem

12



Aszites, einem periumbilikalen oder epigastrisch palpablem Tumor beziehungsweise
palpabler Lymphknoten in der Fossa supraclavicularis sinistra wird haufig ein
fortgeschrittener Krankheitsverlauf mit einer bereits vorliegenden Fernmetastasierung
beobachtet (167).

11.5 Prognose

Bei Vergleich von 60 unterschiedlichen malignen Tumorarten durch das Annual Cancer
Statistics Review zeigte sich fur das Pankreaskarzinom mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von lediglich 2-5% die schlechteste Prognose (123,256,283). Das
Pankreaskarzinom stellt in den westlichen Landern die viert- bis funfthaufigste
Todesursache bei bdsartigen Neubildungen dar (24,123,160,167,168,205,283), wobei
die unkorrigierte MUZ (mittlere Uberlebenszeit) nach Diagnosestellung bei 3-5 Monaten
liegt (43,160,214,250,256,283), nach 1 Jahr sind etwa 90% der Patienten verstorben
(74,214). In der Literatur wird lediglich Uber 150 Patienten mit einem histologisch
gesicherten Pankreaskarzinom und einer Uberlebenszeit von mehr als 10 Jahren nach
Diagnosestellung berichtet (32). Nur 12 dieser Patienten wurden nicht chirurgisch
therapiert (32). Nach RO-Resektion liegt die MUZ bei diesen Patienten bei 12-20
Monate (127). Im beschriebenen Patientenkollektiv liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
(5-JUR) bei 10-38% (24,123,250,283).

Nur durch die radikale Resektion kann eine dauerhafte Heilung beim duktalen
Pankreaskarzinom erzielt werden. Trotz einer Steigerung der Resektionsraten von
urspringlich 10-15% auf nun etwa 40%, ist die 5-Jahres-Uberlebensrate nach wie vor
wenig befriedigend (25,72,77,215). Die Hauptursache fur die ungiinstige Prognose des
Pankreaskarzinoms ist ein trotz RO-Resektion auftretendes Lokalrezidiv, das in der

Regel innerhalb von 3 Monaten zum Tode fuhrt.

1.1.6 Radio- und Chemotherapie

Infolge geringer Ansprechraten des Pankreaskarzinoms auf konventionelle Radio- und
Chemotherapien und einer nur geringen Verlangerung der Uberlebenzeit bei
gleichzeitig starken Nebenwirkungen haben sich weder adjuvante noch neoadjuvante
Therapiekonzepte bislang nicht durchsetzen kdnnen, so dal} es zur Zeit keine allgemein

anerkannte Chemotherapie beim postoperativen Tumorrezidiv gibt (25,59,176,215).
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1.1.6.1 Adjuvante Therapiekonzepte

Mit dem Ziel der Reduktion der Lokalrezidivrate nach einer RO-Resektion des Pankreas
werden in einigen Kliniken die Radiotherapie und die Chemotherapie zur
Prognoseverbesserung beim Pankreaskarzinom eingesetzt. Allerdings fluhren diese
infolge starker Nebenwirkungen zu einer deutlichen Beeintrachtigung der

Lebensqualitat.

Als adjuvante Verfahren werden die perkutane Bestrahlungstechnik (RT) und die
intraoperative Radiotherapie (ioRT) eingesetzt. In einer vergleichenden Studie von
Shipley et al (230) bezuglich ioRT versus perkutaner RT zeigte sich kein Unterschied
hinsichtlich der Uberlebenszeit, allerdings wurde eine bessere lokale Tumorkontrolle

nach der ioRT beschrieben.

In einer randomisierten Studie von Dobelbower et al (59) wurden die
Uberlebenszeitraten beim kurativ resezierbaren Pankreaskarzinom nach einer
alleinigen Resektion, nach einer Resektion + adjuvanten ioRT und nach einer Resektion
+ adjuvanten ioRT + perkutanen Radiotherapie miteinander verglichen. Hierbei zeigte
sich ein langeres medianes Uberleben unter der letztgenannten Therapie (4 versus 3,5
versus 10,5 Monate). Allerdings wird unter einer ioRT Uber eine erhdhte Rate von

Komplikationen berichtet (118).

Neben der Radiotherapie werden auch adjuvante Chemotherapiekonzepte beim
Pankreaskarzinom eingesetzt. Diesbezuglich berichten Kalser et al (116) in einer
randomisierten Studie Uber eine verldngerte mediane Uberlebenszeit nach einer
Radiotherapie (40 Gray) + 5-Fluorouracil (5-FU) im Vergleich zu einer nur kurativ
resezierten Patientengruppe (20 versus 11 Monate). Dies zeigte sich ebenfalls in einer

erhohte 2-Jahres-Uberlebenszeitrate (43 versus 18%).

In einer Studie von Yasui et al (282) wurde die adjuvante ioRT (33 Gray) mit einer
adjuvanten ioRT + 5-FU, Methotrexat + Leukoverin verglichen. Hierbei war auch unter
der Radiochemotherapie die Uberlebenszeit verlangert, allerdings zeigten sich
geringere mediane Uberlebenszeiten (4,8 und 8,5 Monate) im Vergleich zur

vorgenannten Studie.
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1.1.6.2 Therapie des lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms

Beim Vergleich der Uberlebenszeitraten nach einer kombinierten Radio-Chemotherapie
mit den jeweiligen Einzeltherapien berichteten Moertel (163) und GTSG (75) Uber einen
Uberlebensvorteil unter der Kombinationstherapie. Die mediane Uberlebenszeit hatte
hier 9,6 versus 5,2 Monate (163) beziehungsweise 6,5 versus 5,1 Monate (9) betragen.
Hingegen zeigte sich in der von Klaasen durchgeflhrten Studie diesbezlglich kein

Unterschied (8,3 versus 8,2 Monate).

Auch unter Verwendung hochdosierter Chemotherapiekonzepte wurden bisher keine
Vorteile beziiglich des Uberlebens beobachtet (117,131,206,254).

1.1.6.3 Chemotherapie des metastasierenden Pankreaskarzinoms

Die mittlere Lebenserwartung bei einem metastasierenden Adenokarzinom des
Pankreas liegt ohne Therapie bei 3,5 Monaten. Die Chemotherapieverfahren bewirken
insgesamt nur eine Uberlebensverlangerung von wenigen Monaten bei gleichzeitig
starken Nebenwirkungen (103,132,223).

Die wirksamsten Monosubstanzen zur Therapie des metastasierenden Adenokarzinoms
des Pankreas sind 5-FU (14,184,249).

Bei einer vergleichenden Studie von Cullinan (49) an 184 Patienten ergab sich fur die

Polychemotherapieverfahren kein besseres Uberleben als fiir die Monotherapie.

In Studien zur Polychemotherapie beobachteten Gattani (76), Rothman (216) und
Verhees (249) mediane Uberlebenszeiten zwischen 2,5 und 14 Monaten. In
randomisierten Studien wird eine die mediane Uberlebenszeit zwischen 2 und 6,5

Monaten angegeben (256).

Auch die Applikation von 5-FU mit Leukovorin (48,54,217,260) oder Alpha-Interferon

(164,223) fluhrte zu keinen besseren Ergebnissen.

Die nur geringen Unterschiede hinsichtlich der medianen Uberlebenszeit scheinen
durch die teilweise nur geringen Fallzahlen der Therapiegruppen bedingt zu sein.
Alternativ werden Patienten mit einem fortgeschrittenen Pankreaskarzinom mit
Gemcitabinen behandelt. In einer klinischen Studie von Popescu (184) et al fuhrte dies
zwar nur bei 23,8% der Patienten zu einem klinischen Benefit, allerdings war dieser

Anteil im Vergleich zu einer ausschliel3lich mit 5-FU behandelten Patientengruppe
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erhoht (23,8% versus 4,8%). Ferner zeigte sich unter Gemcitabinen gegenuber 5-FU

eine gering verbesserte Uberlebenszeit (5,6 versus 4,4 Monate).

Diese Ergebnisse werden durch Gelber (165) bestatigt, der unter einer Gemcitabin-
Therapie bei 27% der Patienten eine verbesserte Lebensqualitat beobachtete. Ferner
beschreiben Ulrich et al (245) eine Reponse-Rate von 21% bei einer medianen
Uberlebenszeit von 8,8 Monaten. Hierbei handelt es sich um eine Phase-II-Studie, die
als Multicenter-Studie bei Patienten mit einem metastasierenden Pankreaskarzinom

durchgefuhrt wurde.

Obwohl Gemcitabine im Vergleich zu 5-FU vom Patienten besser toleriert werden, wird
auch hier Uber deutliche Nebenwirkungen berichtet. Diesbezuglich beschreibt Moore
(165) sowohl hamatologische (Granulozytopenie, Anamie) als auch zahlreiche klinische

Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen oder Myalgien.

1.2 Studienkonzept

Infolge des aggressiven Wachstums- und Metastasierungsverhaltens des
Pankreaskarzinoms ist die Prognose bei bislang unzureichenden Therapiekonzepten
infaust. Daher erscheint die Evaluierung alternativer Therapiekonzepte erforderlich, um
eine Behandlungsmethode zu entwickeln, die mit einer verlangerten Uberlebenszeit bei
gleichzeitig geringen Nebenwirkungen und einer akzeptablen Lebensqualitat verbunden

ist.

Die Haupttodesursache bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom stellt — neben dem
Lokalrezidiv eines resezierten Tumors — die Lebermetastasierung dar. Daher ware die
Entwicklung einer Therapie sinnvoll, die zu einer Verminderung beziehungsweise einer

Inhibition der Lebermetastasierung fuhrt.

Zur Uberpriifung der Effektivitdt neuer Behandlungskonzepte fir das fortgeschrittene
Pankreaskarzinom ist die Etablierung eines standardisierten experimentellen Modells
sinnvoll. Als das hierfur geeignetste Tiermodell wird in der Literatur das chemisch
induzierte duktale Adenokarzinom des Pankreas des Syrischen Hamsters beschrieben
(186,187).
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1.21 Fragestellungen

1.211 Ist das von Pour beschriebene Tiermodell eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas im Syrischen Hamster reproduzierbar?

Im Jahr 1974 gelang es erstmalig Pour et al. am Syrischen Hamster (Mesocricetus
auratus) ein duktales Adenokarzinom des Pankreas durch wiederholte subkutane
Injektion von 2,2°-dihydroxy-di-N-propylnitrosamin (DIPN) zu induzieren (186,187).
Allerdings traten hierbei simultan Malignome in Respirationstrakt, Leber und Niere bei
fast allen Tieren auf (186,187). Weitere Experimente mit anderen Nitrosaminderivaten
fuhrten schliellich zum N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP)-Modell (187) eines

duktalen Adenokarzinoms des Pankreas.

Die Substanz BOP verfugt Uber eine fast 100%ige Pankreasspezifitdt mit einer extrem
geringen Tumorinzidenz in andere Organsystemen (187), die ersten Karzinome treten
laut Literaturangaben nach 15 Wochen auf, nach 30 Wochen erreicht ihre Inzidenz 90-
100% (184). Die Pankreastumore entstehen multizentrisch, etwa die Halfte ist
makroskopisch sichtbar und ihre histologischen Eigenschaften (gute bis maRige
Differenzierung, Bildung duktaler und papillarer Strukturen, Begleitdesmoplasie, neurale
und lymphatische Infiltration) sind gut mit dem humanen Pankreaskarzinom
vergleichbar (187). Weitere Parallelen zum humanen Pankreaskarzinom stellen neben
einem Gewichtsverlust, einer Diarrhoe, vaskularen Thrombosen und einem lkterus ein
Diabetes mellitus dar (82,147,187,257). Die hohe Induktionsrate des
Pankreaskarzinoms und eine relativ kurze Latenzzeit von etwa 7-8 Monaten sowie die
gute Vergleichbarkeit des induzierten Karzinoms mit vielen Eigenschaften des humanen
Pankreaskarzinoms lassen das Hamstermodell des BOP-induzierten Adenokarzinoms
des Pankreas als sinnvollstes Modell flr Therapieentwicklungen fur das fortgeschrittene

Pankreaskarzinom erscheinen.

Allerdings war unklar, ob sich dieses Tiermodell standardisiert reproduzieren lief3.

Anhand der Literaturangaben haben wir dieses Modell in unserer Klinik etabliert.

1.21.2 Modifikation des Modells zur Steigerung der Lebermetastasierung

Zur Evaluierung neuer Therapiekonzepte auf das Wachstumsverhalten von
Lebermetastasen beim fortgeschrittenen duktalen Pankreaskarzinom bedarf es eines

standardisierten Tiermodells, das Uber eine hohe Inzidenz von Lebermetastasen
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verfugt. Eine bislang fir dieses Modell beobachtete Lebermetastaseninzidenz von 20-
30% erschien uns zu niedrig, da wir in diesem Fall eine sehr grol3e Gruppenstarke fur
die Tierversuche bendtigt hatten. Aufgrund der restriktiven Handhabung der
Genehmigungsverfahren durch die Tierschutzkommission erschien uns daher eine

Steigerung der Lebermetastasierung in diesem Modell notwendig.

Unter einer Modifikation der enteralen Fettzufuhr und der Zusammensetzung des
Nahrungsfetts wurde im Rattenmodell eine Erhéhung der Inzidenz von azinaren
Pankreaskarzinomen mit dem Anteil ungesattigter Fettsauren in der Nahrung
beobachtet (5,8,9,11,27,29,205,257), wobei dies primar durch die Linolsdure (LA)
bedingt zu sein scheint, wahrend beispielsweise Eicosapentaensaure (EPA) bei anderer
Zusammensetzung der Ubrigen, im Futter enthaltenen, Fettsauren diese Wirkung nicht
zeigte (8,257). Diesbeziglich beobachtete Hasler (84), dal} a-Linolensaure (ALA) die
durch Gap-Junctions vermittelte interzellulare Kommunikation inhibierte und
moglicherweise uber diesen Mechanismus die Rate von Primartumoren eines

Pankreaskarzinoms erhohte.

Im Modell des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas des Syrischen Hamsters
wurden fur gesattigte und ungesattigte Fettsduren ebenfalls prokarzinogene Effekte
bezuglich des Primartumors beobachtet, der genaue Pathomechanismus ist allerdings
ungeklart (9,90,91,122,147,174,187,257,261). Ausgehend von einer Inzidenz der
Lebermetastasen von 20-30% untersuchten wir daher, ob die Inzidenz, GrofRe oder
Anzahl von Lebermetastasen im verwendeten Tiermodell durch eine erhohte

Konzentrationen von ALA und LA gesteigert werden kann.

In der Literatur wird vermutet, da® die nicht-enzymatische Peroxidation mehrfach
ungesattigter Fettsauren (PUFA=polyunsaturated fatty acids) an der Karzinogenese und
Lebermetastasierung beteiligt ist (10,11,51,165,197). Infolgedessen untersuchten wir,
ob eine durch «a-Linolensdure in Kombination mit Linolsdure gesteigerte
Lebermetastasierung mit einer gesteigerten Lipidperoxidation vergesellschaftet ist.
Ferner analysierten wir, ob hierdurch auch die Aktivitat der Lipidperoxidations-
Schutzenzyme GSHPX und SOD beeinflusst wird.
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1.21.3 Behandlungskonzepte zur Inhibition des Wachstums von
Lebermetastasen

Nach der Etablierung eines Tumormodells mit einer hohen Inzidenz von
Lebermetastasen evaluierten wir den Einfluld von 3 verschiedenen medikamentdsen
Behandlungskonzepten auf das Wachstumsverhalten von Lebermetastasen beim
Pankreaskarzinom. Da wir als Folge der Verwendung einer fettreichen Experimentaldiat
zur Foérderung der Lebermetastasierung ebenfalls eine Steigerung des
Lipidperoxidations-Stoffwechsels beobachtet hatten, untersuchten wir ferner den Einfluf3
verschiedener Therapiekonzepte auf den hepatischen Lipidperoxidationsstoffwechsel.
Infolge der histologischen Ahnlichkeit dieses Tiermodells zum humanen duktalen
Pankreaskarzinom und einem ahnlichen Metastasierungsverhalten erscheinen
Ruckschlisse auf die Effizienz der untersuchten medikamentésen Therapieverfahren
beim humanen Pankreaskarzinom mdglich. Da die Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung eines duktalen Pankreaskarzinoms nur wenige Monate betragt,
wahlten wir zur Wahrung der Lebensqualitdt ausschliellich nebenwirkungsarme

Behandlungskonzepte aus. Folgende Therapiekonzepte wurden evaluiert:

1.2.1.3.1 Octreotid und Tamoxifen

In der Literatur liegen Studien zur Behandlung des fortgeschrittenen duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas mit Octreotid und Tamoxifen vor (214,215). Hierbei
zeigte sich unter einer medikamentésen Dauertherapie eine verlangerte Uberlebenszeit
gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe (215). Allerdings handelte es sich bei
diesen Studien um nur geringe Patientenzahlen, darliberhinaus bestand die

Vergleichsgruppe aus einer historischen Kohorte.

Ferner war unbekannt, ob lediglich die Kombinationstherapie mit Octreotid und
Tamoxifen oder auch die Einzeltherapie zu einer Verminderung des Tumorwachstums
beim Pankreaskarzinom fuhrt. Zudem war der mogliche Wirkungsmechanismus von
Octreotid und Tamoxifen auf das Tumorwachstum beziehungsweise die
Lebermetastasierung beim Pankreaskarzinom bislang ungeklart. Zur Untersuchung
dieser Fragestellung erschien ein standardisiertes experimentelles Vorgehen an einem
soliden Tumormodell sinnvoll. Hierbei untersuchten wir zunachst, ob die

Kombinationstherapie einen starkeren EinfluR als die Einzeltherapie auf die
Lebermetastasierung hat. Zur Klarung des Wirkungsmechanismus von Octreotid und
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Tamoxifen analysierten wir das Gewebe von Lebermetastasen auf Somatostatin- und

Ostrogenrezeptoren.

Zur Klarung der Wirkung von Octreotid auf das Pankreaskarzinom untersuchten wir, ob
eine unter der Hochfettdiat (zur Steigerung der Lebermetastasierung) erhohte
Lipidperoxidation durch die Therapie mit Octreotid reduziert wird, und ob gleichzeitig die
Aktivitat der Lipidperoxidations-Schutzenzyme Gluthationperoxidase (GSHPX) und

Superoxiddismutase (SOD) erhoht werden kann.

Die zugrundeliegende Hypothese lautete, dal’3 die Therapie mit Octreotid zu einer
Erniedrigung der intrahepatischen Lipidperoxidation und/oder zu einer Steigerung der
intrametastatischen Lipidperoxidation fihren und somit die Metastasierung erniedrigen

konnte.

1.2.1.3.2 Vitamine A, Cund E

In den letzten Jahren wurde vor allem die Rolle antioxidativ wirkender Vitamine in der
Karzinogenese von Tumorerkrankungen diskutiert. Definitive Aussagen Uber protektive
Wirkungen sind bisher jedoch noch nicht mdglich (63,188). Fast alle vorliegenden
klinischen Studien sind epidemiologischer Art und stutzen sich entweder auf
Ernahrungserhebungen oder gemessene Blutwerte. Es wurde weder der Einflu von
Vitaminen auf das Metastasierungsverhalten des Pankreaskarzinoms untersucht, noch
wurden biochemische Quantifizierungen des Einflusses der einzelnen Vitamine auf die
Lipidperoxidation insbesondere in den Lebermetastasen vorgenommen. Das
Verstandnis der zugrundeliegenden Wirkmechanismen ist aber flr die Entwicklung

neuer Behandlungskonzepte von grundlegender Bedeutung.

Vor allem reaktive Sauerstoffspezies schadigen Endothelzellen des Gefaldsystems und
werden deshalb auch fur ein Ansteigen der Metastasierungsrate verantwortlich gemacht
(130,242).

Die Experimentaldiat mit einem erhohten Fettsdureanteil fuhrt in unserem Tiermodell zu
einer Steigerung der Lebermetastasierung. Hierdurch wird die Lipidperoxidation erhoht
und die Aktivitat der Lipidperoxidations-Schutzenzyme GSHPX und SOD vermindert.
Da Vitamine als Radikalfanger wirken untersuchten wir, ob die Vitamine A, C und E zu
einer Verminderung der Lipidperoxidation und einer Steigerung der Aktivitat der

Lipidperoxidationsschutzenzyme flhren. Daruberhinaus analysierten wir, ob eine
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Korrelation zwischen dem Einflu® der Einzeltherapie mit Vitamin A, C und E auf die
Lipidperoxidation einerseits und der Inzidenz, GroRe und Anzahl von Lebermetastasen

pro Tier andererseits besteht.

1.2.1.3.3 Celebrex (COX-2-Inhibitor) und Zyflo (5-LOX-Inhibitor)

Biochemisch  kdnnen nach Phospholipase Ajz-gesteuerter Freisetzung von
Arachidonsaure aus Phospholipiden zwei Hauptwege des Eicosanoidstoffwechsels
unterschieden werden. Der erste Stoffwechselweg fuhrt Uber das Enzym
Cyclooxygenase (COX) zur Synthese von Prostaglandinen, der zweite Stoffwechselweg
fuhrt Uber verschiedene Lipoxygenasen (LOX) zur Bildung von Leukotrienen und
Hydroxyeicosatetraensauren (HETE) (52,151,247,275,181).

In den letzten Jahren konnte flr bestimmte Tumorarten ein Zusammenhang zwischen
einer verstarkten Prostaglandinsynthese und einer erhdhten Invasivitat und Aggresivitat
des Tumorwachstums nachgewiesen werden (112,137,151,238,243,265). Der genaue
zugrundeliegende Pathomechanismus ist allerdings bislang ungeklart. Primar scheinen
fur das gesteigerte Tumorwachstum Produkte der Cyclooxigenase-2 (COX-2)
verantwortlich zu sein, bei der es sich um die induzierbare Isoform 2 der COX handelt
(112,247,258). In der Literatur wird diskutiert, dald Prostaglandine moglicherweise in die
Steuerung der Apoptose und Angiogenese involviert sind (13,137,151,185,247).
Leukotriene und HETE scheinen hingegen malfdgeblich far das
Metastasierungsverhalten verantwortlich zu sein (1,107,128). So konnte nachgewiesen
werden, dall eine gesteigerte Synthese des Leukotriens LTBs und von 5-HETE
verschiedene Tumore zur Synthese von Kollagenase IV befahigt (13,186). Dieses
Enzym widerum ist Voraussetzung fur die Degradation von Basalmembranen, welche
hauptsachlich aus Kollagen Typ IV bestehen. Die Degradation von Basalmembranen

stellt widerum eine wichtige Voraussetzung fur die Metastasierung dar (13,186).

Wahrend der EinfluR der Eicosanoide auf das Wachstums- und das
Metastasierungsverhalten des Kolon-, Mamma- und Bronchialkarzinoms bereits intensiv
untersucht wurde (13,186,231), ist der Einflud der Eicosanoide auf das
Pankreaskarzinom bislang ungeklart (5,90,225). Daher erscheint es sinnvoll den Einflul}
der selektiven Hemmung der COX-2 und der 5-LOX sowie der dualen COX-2/5-LOX-
Inhibition auf das Tumorwachstum und die Inzidenz, Anzahl und GroRe von

Lebermetastasen am Tiermodell des duktalen Pankreaskarzinoms zu untersuchen.
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Daruberhinaus ist bislang ungeklart, ob die COX-2- beziehungsweise 5-LOX-Inhibition
den intra- beziehungsweise perimetastatischen Lipidperoxidationsstoffwechsel und die

Aktivitat der Lipidperoxidationsschutzenzyme beeinfluf3t.

1.2.2 Zweck der Studie

Der Zweck der Studie besteht somit in der Beantwortung der folgenden Fragen:

1. Ist das von Pour et al beschriebene Tiermodell eines duktalen Adenokarzinoms des

Pankreas standardisiert reproduzierbar?

2. Ist eine Steigerung der Inzidenz der Lebermetastasen durch eine Modifikation der
enteralen Ernahrung an diesem Modell moglich?

3. Hat die medikamentdse Behandlung mit Octreotid/Tamoxifen, den Vitaminen A,C
und E beziehungsweise die selektive Hemmung der COX-2 und der 5-LOX einen
EinfluR auf die Inzidenz, Anzahl und GroRe von Lebermetastasen beim duktalen

Pankreaskarzinom?

4. Beeinflussen die genannten Therapiekonzepte den intra- beziehungsweise
perimetastatischen  Lipidperoxidationsstoffwechsel und die  Aktivitat der

Lipidperoxidationsschutzenzyme?

1.3 Das Somatostatinkonzept

1.3.1 Gesicherte Indikationen

Octreotid kam erstmals bei Patienten mit therapieresistenter Akromegalie infolge eines
endokrin aktiven Hypophysenadenoms zum klinischen Einsatz (182), anschlieRend
wurde Octreotid ebenfalls zur Symptomkontrolle bei Patienten mit endokrin aktiven
Tumoren des Gastrointestinaltraktes verabreicht. Diesbezuglich gilt Octreotid heute als
Mittel der 1. Wahl beim Karzinoid-Syndrom, Verner-Morrison-Syndrom und beim
Glukagonom (16,17,100,156) wahrend bei Gastrinomen und Insulinomen bislang keine
Symptombesserung durch eine Octreotidbehandlung beobachtet wurde (16).
Daruberhinaus stellen akute Blutungen im oberen Gastrointestinaltrakt, wenn diese
durch Osophagusvarizen bei Leberzirrhose bedingt sind, eine weitere Indikation fir
Octreotid dar (156), wobei die vasokonstriktorische Wirkung von Octreotid im

Splanchnikusgebiet ausschlaggebend zu sein scheint (156). Ferner wird Octreotid auch
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bei Pankreaspseudo- und enterokutanen Fisteln erfolgreich appliziert (156).

Auch in der Pankreaschirurgie wird Octreotid regelmalig eingesetzt, unter der pra- und
postoperativen Octreotid-Gabe konnte eine signifikante Reduktion postoperativer
Komplikationen (Pankreasfistel, Abszess, Sepsis und pulmonale Insuffizienz)
beobachtet werden, welche vermutlich durch die Inhibition der exokrinen

Pankreassekretion bedingt ist (34).

1.3.2 Somatostatin beim Pankreaskarzinom

Der Einflul von Somatostatin auf das Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms
wurde sowohl durch in-vitro-Untersuchungen als auch an tierexperimentell etablierten
Zelllinien sowie an Zellen humaner Karzinome evaluiert. Allerdings sind die
vorliegenden Ergebnisse kontrovers. Diesbezuglich wird berichtet, dal® einige aus
azinaren Pankreaskarzinomen der Ratte gewonnene Zelllinien (AR42J, CA20948)
durch Octreotid und RC-160 in ihrem Wachstum inhibiert werden. Hingegen sind in
diesem Zusammenhang keine Studien an Zelllinien aus duktalen Pankreaskarzinomen
des Hamsters bekannt (19,195,201,251,252). Allerdings wurde das Wachstum der
humanen Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2 in einigen Studien durch Octreotid
und RC-160 gehemmt (53,68,190), in verschiedenen anderen Studien konnte dieser
Effekt jedoch nicht bestatigt werden (77,138,139). Von der Vielzahl der weiterhin
untersuchten humanen Pankreaskarzinomzelllinien (CAPAN-1, CAPAN-2, CAV, PANC-
1, AsPC-1, BxPC-3, CFPAC-1, Hs766T, SU.86.86, SOJ-6, SKI) konnten bisher SKiI,
CAV, CFPAC-1 und BxPC-3 in ihrem Wachstum durch Octreotid und/oder RC-160
gehemmt werden (190,240,246). In den in der Literatur vorliegenden Studien wurde
hingegen das Wachstum aller anderen o.g. Zelllinien nicht durch Somatostatinanaloga
inhibiert (68,77,239).

Redding et al. beobachteten 1984 eine Wachstumsinhibition durch verschiedene
Somatostatinanaloga im Modell des Azaserin-induzierten Pankreaskarzinoms der Ratte
(195). In den darauffolgenden Jahren wurde auch beim Tiermodell des BOP-induzierten
duktalen Adenokarzinoms des Pankreas des Hamsters eine Wachstumsinhibition durch
RC-160 und Octreotid nachgewiesen (179,222,236,237,285). Allerdings liegen bislang
keine experimentellen Ergebnisse uber den direkten Vergleich verschiedener

Somatostatinanaloga in einem soliden Tiermodell vor.
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In der Literatur wird der EinfluR von Octreotid auf das humane Pankreaskarzinom
kontrovers diskutiert. In einigen Studien wurde eine Verlangerung der MUZ unter einer
Behandlung mit Octreotid beim fortgeschrittenen Pankreaskarzinom beziehungsweise
beim Tumorrezidiv des Pankreaskarzinoms beobachtet, wobei Rosenberg et al. die
Octreotidtherapie mit der Gabe des Antidstrogens Tamoxifen kombinierten
(42,73,215,262). Poston et al wiesen auch fur die Therapie mit RC-160 eine verlangerte
MUZ nach (185), hingegen konnte in verschiedenen anderen Studien unter der
Behandlung mit Somatostatinanaloga keine Verlangerung der MUZ beim
Pankreaskarzinom festgestellt werden (61,66,72,101,124). Neben der Art des
Somatostatinanalogons scheint jedoch auch die Dosierung von Octreotid einen Einflul}
auf das Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms zu haben. So zeigten Friess et
al., dall fur die beschriebenen sehr unterschiedlichen Ergebnisse die jeweils
verwendete Dosis verantwortlich sein kdnnte, da Friess lediglich bei hohen Dosierungen
von Octreotid eine Verlangerung der MUZ beobachtete (73,74). Trotz der
beschriebenen Verlangerung der MUZ unter der Octreotid-Therapie wurde bislang
keine Objektivierung der Ansprechraten im Sinne einer Tumorverkleinerung
beschrieben. In klinischen Studien wurde jedoch durch verschiedene Autoren ein
signifikante Verbesserung der globalen und/oder der gastrointestinalen Lebensqualitat
erhoben, allerdings sind die Ursachen fur diesen Effekt bislang nicht erklarbar
(42,66,184,215,262). Im Vergleich zu konventionellen Chemotherapien, zum Beispiel
mit 5-Fluorouracil, wurden unter der Octreotid-Therapie nur geringe Nebenwirkungen
bei einer gleichzeitig verlangerten Uberlebenszeit und einer verbesserten
Lebensqualitat beobachtet (72,73,215,262).

1.3.3 Somatostatin-Rezeptoren

Zunachst erfolgte die Isolation von naturlichem Somatostatin aus Hypothalami von
Schweinen, die Aufklarung der Struktur von Somatostatin gelang schlieRlich durch
Bruzeau (32). Wahrend als Wirkung von Somatostatin zunachst nur die Hemmung der
hypophysaren Sekretion von Wachstumshormon galt (187) entdeckte man, dal}
Somatostatin in vielen Organen des Menschen synthetisiert wird und vielfaltige
Wirkungen besitzt, die vor allem inhibitorischer Natur sind (181,183). Die
antiproliferative Wirkung von Somatostatin auf viele Zelltypen hdherer Organismen

(52,183) scheint durch apoptoseinduzierende Effekte bedingt zu sein (228). Wahrend
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Somatostatin die Produktion oder Sekretion vieler regulatorischer Peptide, wie Insulin,
Glukagon, Gastrin, Sekretin, Cholezystokinin, vasoaktivem intestinalem Polypeptid,
Motilin und Peptid YY inhibiert (17,18,68,156,183,198,222,258) wird neben der bilidren
und gastrointestinalen Motilitat auch die pankreatische Sekretion von Bikarbonat und
Proteinen durch Somatostatin beeinflut (16). Daneben hemmt Somatostatin die
Produktion von IGF-1 (insulin-like growth factor), EGF (epithelial growth factor) und
TGF-a (transforming growth factor) (26,183,202,258).

Die Wirkung von Somatostatin wird Uber spezifische Zelloberflachen-Rezeptoren
vermittelt, von denen bislang 5 Subtypen bekannt sind und die als SSTR1-5
(somatostatin receptor) bezeichnet werden (19,26,183). Bei den 5 Subtypen handelt es
sich um membranstandige integrale Proteohormonrezeptoren mit 7
Transmembrandoméanen (26,183), wobei zwischen den SSTR-2, -3, und -5
Sequenzhomologien bis zu 90% und zwischen den SSTR-1 und -4 Homologien bis zu
80% bestehen (26,97). Allerdings betragen die Sequenzhomologien zwischen diesen
beiden Gruppen nur 50-60% (26,97). Wahrend die Interspeziesidentitat sehr hoch zu
sein scheint, ist die Intraspeziesidentitat mit anderen membranstandigen Rezeptoren
nur gering ausgepragt (26,183). Der beim Menschen am haufigsten exprimierte Subtyp
ist der SSTR-2, welcher am zahlreichsten im ZNS und in der Niere vorkommt (279).
Wahrend sich der SSTR-1 am haufigsten im Gastrointestinaltrakt findet, scheint das
Vorkommen des SSTR3 auf das GroRhirn beschrénkt zu sein (26,97,183). Uber die
physiologische Verteilung der SSTR-4 und -5 ist bisher wenig bekannt (183,193,194).
Nach der Bindung von Somatostatin an seinen Rezeptor wird die intrazellulare Aktivitat
der Adenylatzyklase inhibiert, wobei noch nicht hinreichend geklart ist, ob alle 5
Rezeptor-Subtypen diese Funktion uUber Pertussistoxin-sensitive Guaninnukleotid-
bindende Proteine (G-Proteine) ausiben (183,202). Nach Aktivierung von SSTR-2 und
eventuell auch von SSTR-1 wird die Phosphotyrosin-Phosphataseaktivitat mit folgender
Inaktivierung von Tyrosinkinasen gesteigert (183). Daruberhinaus hat der SSTR-2
Verbindung zu K*- und Ca®*-Kanalen der Zellmembran und beeinfluRt somit auch die
Membranpolarisation (183). Daruberhinaus stimulieren die SSTR-2 und -5,
moglicherweise aber auch alle anderen Subtypen, die intrazellulare Aktivitat der
Phospholipase C (183,202). Bezuglich des SSTR-5 vermuten Buscail et al. zusatzlich
eine Wirkung Uber den Phosphoinositol-Kalzium-Weg (35,36).
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1.3.4 Synthetische Somatostatin-Analoga

1.3.41 Entwicklung

Aufgrund der vielfaltigen physiologischen Wirkungen erschien Somatostatin schon kurz
nach seiner Entdeckung als pharmakologisch interessante Substanz. Da die potentiell
therapeutisch verwertbaren Funktionen von Somatostatin jedoch durch die mit 3 min
extrem kurze Plasmahalbwertszeit und das fehlende Wissen Uber die SSTR stark
limitiert war, wurde mit der Entwicklung synthetischer Analoga begonnen
(16,22,97,183,190,279). Hiervon sind heute nur noch drei Praparate klinisch relevant:
hierzu gehoéren das von Bauer et al. entwickelte SMS201-995 (Octreotid, neuerdings
auch Octreotid-Monatsdepot LAR) sowie die von Veber et al. bzw. Cai et al.
entwickelten Komponenten RC-160 und BIM23014 (Somatuline) (22,38). Diese drei
Somatostatin-Analoga binden an den SSTR-2 mit annédhernd gleicher, hoher Affinitat.
Ferner binden RC-160 und Octreotid mit moderater Affinitdt an den SSTR-3, daruber
hinaus bindet RC-160 mit geringer Affinitdt an den SSTR-4, an welchen Octreotid nicht
bindet. Dartuberhinaus binden beide Analoga nicht an den SSTR-5. Somatuline bindet
mit gleich hoher Affinitat an die SSTR2, 3 und 5, an die SSTR-1 und -4 hingegen nicht
(41,97,183,193,202). Fur neuere Analoga wie CGP23996 oder MK678 ist binden
vorrangig an die SSTR-2 und -3 mit den unter 1.2.1. beschriebenen biochemischen

Auswirkungen.

1.4 EinfluB der Vitamine A, C und E auf die Karzinogenese

Aufgrund der zentralen Rolle des Radikalenstoffwechsels in der Karzinogenese sind
insbesondere antioxidativ wirkende Vitamine fur die Pravention und Therapie von
Tumorerkrankungen von gro3em Interesse (199). Allerdings ist bislang ungeklart,
inwieweit die Vitamine A, C und E das Wachstumsverhalten von Lebermetastasen beim

duktalen Pankreaskarzinom beeinflussen.

141 Vitamin A

In einigen tierexperimentellen Studien konnte Vitamin A das Auftreten von induzierten
Tumoren verhindern, doch inwieweit es wirklich EinflulR auf die Inzidenz von

Tumorerkrankungen hat, wird in der Literatur widerspruchlich diskutiert (199,275).
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Teilweise inverse signifikante Zusammenhange wurden in Bezug auf die
Serumretinolkonzentration und die Inzidenz von Pankreas-, Mamma-, Cervix- und
Prostatakarzinom gefunden (188). Keine oder nur maflige Zusammenhange wurden
zwischen dem Vitamin A-Konsum und der Inzidenz des Bronchial- sowie
Ovarialkarzinoms festgestellt (62). In Studien an Kolonkarzinom-Zelllinien von Ratten

inhibierte Vitamin A die Zellproliferation und induzierte die Apoptose (154).

Vitamin A gehdrt chemisch zu den Isoprenoidlipiden. Der Organismus nimmt es teils
direkt oder in Form der Provitamine, der Carotinoide, auf. Vitamin A hat keinen
einheitlichen Wirkmechanismus, sondern Funktionen in diversen Bereichen. Es wirkt so
z.B. auf Wachstum, Entwicklung und Differenzierung des gesamten epithelialen
Gewebes (234). Hierbei sind Retinol und Retinsaure wirksam, die eine Zunahme der
Rezeptorendichte fur den sog. epidermalen Wachstumsfaktor bewirken und die Bildung
von ,gap-junctions stimulieren (278). Es wird vermutet, da® Vitamin A durch
BeeinfluBung der Genexpression und der Glykoproteinsynthese auf verschiedene
nukleare und extranukleare Ebenen regulierend eingreift. Eine bedeutende Rolle kommt
Vitamin A weiterhin im Sehvorgang zu. Vermutlich beeinflu®t es auch die Immunabwehr

des Organismus positiv (278).

1.4.2 Vitamin C

Im Organismus stellt Vitamin C gemeinsam mit den Tocopherolen das wichtigste
alimentare Redoxsystem dar (63). Mit Vitamin E steht Vitamin C im engen
Zusammenspiel bei der Abwehr reaktiver Sauerstoffradikale. Es Ubt eine Schutzwirkung
auf Thiamin, Riboflavin, Panthotensaure, Biotin, Folsaure, Vitamin A und E aus.
Andererseits schitzen reduzierende Agentien wie Glutathion und Cystein die
Ascorbinsaure vor Oxidation. Desweiteren hemmt Ascorbinsaure die Bildung von
Nitrosaminen aus Nitrit und sekundaren Aminen (240). Eine Reihe von weiteren
Einflulen auf das Immunsystem und auf endokrine Regelsysteme werden diskutiert. Als
Teil des antioxidativ wirkenden Redoxsystems laldt sich auch bei Vitamin C ein
antikanzerogener Effekt vermuten. Eine Vielzahl von Studien haben einen inversen
Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Ascorbinsdure und Tumorinzidenz
postuliert (188). So konnte teilweise eine inverse Korrelation im Auftreten von Magen-,
Osophagus, Mamma- und Bronchialkarzinom festgestellt werden, jedoch sind die

Ergebnisse Uber den protektiven Effekt uneinheitlich (275).
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14.3 Vitamin E

Vitamin E umfaldt alle Tocopherol- und Tocotrienolderivate, wobei a-Tocopherol die
bioaktivste Form darstellt. Die Wirkungen der Tocopherole sind vielfaltig. Sicherlich
spielt die antioxidative Wirkung und ihre Fahigkeit, aggressive Sauerstoffradikale
unschadlich zu machen, eine besondere Rolle. Als fettldsliches Vitamin ist Tocopherol
in der Lage, insbesondere die Membransysteme der Zelle vor der Lipidperoxidation zu
schitzen (88,104). Als kettenabbrechendes Antioxidanz beendet es Kettenreaktionen
wahrend der Lipidperoxidation, die durch freie Radikale ausgeldst wurden (46). Hierbei
reduziert Vitamin E anfallende Lipidperoxyl-Radikale zu Lipidperoxiden, welche weiter

mit Hilfe der GSHPX unschadlich gemacht werden.

In einer tierexperimentellen Studie beispielsweise berichteten Williams et al. nach einer
Vitamin E-Mangelernahrung Uber eine gesteigerte Empfindlichkeit der hepatischen
Mikrosomen gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies und erhdhter Lipidperoxidation
(277). Uber die antioxidative Wirkung hinaus werden auch eine direkte stabilisierende
Wirkung auf biologische Membranen vermutet (104). Erhohte Aktivitaten von
Xanthinoxidase und Kreatinkinase im Serum von Tieren mit Vitamin E-Mangel wurden
als Hinweis gewertet, da® Tocopherol ebenfalls regulierend auf die Synthese

verschiedener Enzyme wirkt (150).

Die Frage, ob eine Korrelation zwischen der Vitamin E-Aufnahme und der Inzidenz
bestimmter Tumorerkrankungen besteht, wird kontrovers diskutiert (63,130). Zwar
wurden bei Untersuchungen des Einflusses von Vitamin E auf das Bronchial-, Colon-,
Pankreas- bzw. Schilddrisenkarzinom teilweise deutliche Tumorwachstumsinhibitionen
beobachtet (62,69,188), die bisherigen Ergebnisse machen definitive Aussagen jedoch
zum jetzigen Zeitpunkt unmoglich. Somit erscheinen weitere Untersuchungen zur

Evaluierung der Effekte von Vitaminen auf die Karzinogenese erforderlich.
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1.5 Lipidperoxidation und oxidativer Stress

1.5.1 Bedeutung der Hochfetterndahrung und der Lipidperoxidation in der

Karzinogenese und Metastasierung

Die Ernahrung scheint die Entstehung vieler maligner Tumore, insbesondere im
Gastrointestinaltrakt, zu beeinflussen. Insbesondere die Fettsdurenkomposition wird als
wichtiger Faktor flur die Karzinogenese und Metastasierung diskutiert
(85,98,108,113,140,143,178). Diesbezlglich gelang uns im Tiermodell des chemisch
induzierten Pankreaskarzinoms der Nachweis einer durch Supplementierung von
Linolsaure (LA) und Linolensaure (LnA) erhohten Lebermetastasierung (261). Auch
durch andere Arbeitsgruppen wurde eine wachstumsfordernde Wirkung von LA auf die
Tumorzellen im gleichen, aber auch in anderen Tumormodellen und in in-vitro-
Untersuchungen, nachgewiesen (99,108,114,140). Demgegeniber wurden flr andere
Fettsauren, beispielsweise y-Linolensaure (GLA), Eicosapentaensaure (EPA) und
Docosahexaensaure (DHA) proliferationsinhibierende Effekte bei verschiedenen
Karzinomen sowohl in vitro als auch tierexperimentell beobachtet
(65,67,86,135,211,220,248). Auch LnA zeigte in einigen Studien antiproliferative Effekte
(67,113), wahrend unter der Erndhrung mit EPA wachstumsfordernde Aktivitaten
beobachtet wurden (8-11,178).

Die Vermutung, dal® vor allem die mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) der n-3-
Serie eine wachstumsinhibierende Wirkung haben und die PUFA der n-6-Serie eher
wachstumsfordende Effekte aufweisen, ist nicht mehr aufrecht zu erhalten, da auch n-3-
PUFA (EPA) proliferationsfordernde Effekte und n-6-PUFA (LnA) antiproliferative
Eigenschaften gezeigt haben. Zwar beobachteten Hawkins et al., da® das Ausmal} der
antiproliferativen Wirkung der PUFA mit der Anzahl der Doppelbindungen zunimmt (84),
andererseits war in anderen Studien die nur 3-fach ungesattigte GLA wirksamer als die
6-fach ungesattigte DHA, so dal} hier kein allgemeingultiges Phanomen vorzuliegen
scheint (108,114).

Die Klarung dieser Frage wird allerdings dadurch erschwert, dal} bei normaler
Ernahrung sowohl des Menschen als auch der Versuchstiere in Tiermodellen immer
Gemische aller PUFA in unterschiedlichen Relationen vorliegen. Dies ist insofern

unverzichtbar, da LnA und LA essentielle Fettsauren (EFA) darstellen, deren Synthese

29



vom Korper nicht geleistet werden kann. Die Synthese ihrer Downstream-Metaboliten

(EPA und DHA sowie Arachidonsaure [AA]) ist nur mdglich, wenn die Zelle Uber
Desaturasen und Elongasen zur Einfigung von Doppelbindungen und zur
Kettenverlangerung verfugt. Hierdurch konnte die antiproliferative Wirkung bestimmter
PUFA auf Tumorzellen bedingt sein. Diese exprimieren haufig keine Desaturasen,
konnen also PUFA nicht weiter entsattigen (95), so dald ihnen das Substrat zur
Lipidperoxidation fehlt. In einer Studie von Horrobin fluhrte die Zugabe von
hochungeséttigten Fettsduren (HUFA) wie EPA oder DHA zur Uberbriickung dieses
Stoffwechselweges zu einer exzessiven Produktion von Lipidsuperoxiden und
sukzessive zum Zelltod (95). Fraglich ist die Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses, da
Tumorzellen in bisherigen Studien nur in einem geringen Ausmaly durch eine
gesteigerte Lipidperoxidation geschadigt wurden (115). Andererseits kdnnten die o.g.
Ergebnisse die fehlende antiproliferative Wirkung von weniger ungesattigten Fettsauren
(LA, LnA) erklaren, da diese ein schlechteres Substrat fur die Lipidperoxidation
darstellen und von den Tumorzellen nicht zu besseren Substraten utilisiert werden
konnen. Dennoch deuten die Literaturergebnisse darauf hin, dall es bei einer
Steigerung der Lipidperoxidation in Tumorzellen — auch bei einer geringeren
Empfindlichkeit gegenuber Lipidperoxiden — letztendlich zu Membranscha-den und zum

Tumorzelltod kommt (106).

Auch der Einflu der PUFA auf die Invasivitat und Metastasierung der Tumorzellen wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. Die Metastastasierungskaskade, das heil3t die
Invasion und die Etablierung von Metastasen, verlauft GUber mehrere getrennte Schritte.
Hierbei gelten als wichtigste Vorgange die Zell-zu-Zell-Adhasion im Primartumor, die
Adhasion und Invasion durch Degradation der Basalmemban und der extrazellularen
Matrix, die Intravasation, die Verschleppung in der Zirkulation und das Uberleben der
dortigen Immunmechanismen, die Adhasion am Endothel und die folgende
Extravasation sowie die Etablierung sekundarer Foci mit Neovaskularisation und
Angiogenese. In experimentellen Studien beobachteten Jiang et al, dal} beispielsweise
die Zell-zu-Zell-Adhasion im Tumor durch bestimmte PUFA begunstigt und somit das
Invasionspotential gesenkt wird (108,109). Andererseits wird die Adhasion der
Tumorzellen an der extrazellularen Matrix durch PUFA erniedrigt, wodurch ebenfalls die
Invasivitat verringert sein konnte (108,114,161,212,213). In diesem Zusammenhang

wurde in einigen tierexperimentellen Studien eine erniedrigte Anzahl von Tumorzellen in
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den peritumoralen Blutgefalten beschrieben (98,99), allerdings ist dieser Effekt bisher
nur fur EPA und DHA detaillierter untersucht worden (55,56,106,213). Weiterhin liegen
in der Literatur experimentelle in-vivo beziehungsweise in-vitro-Studien vor, in denen
eine Forderung der Metastasierung oder des Invasionspotentials durch PUFA
nachgewiesen werden konnte (5,8-11,261). Allerdings ist der Zusammenhang zwischen
PUFA und der Metastasierung einerseits sowie der Lipidperoxidation andererseits
bisher nur unzureichend untersucht worden (106,155,197,259).

1.5.2 Definition und Vorkommen der Lipidperoxidation

Aerobe Organismen sind der Entstehung von Sauerstoffradikalen ausgesetzt, als
Radikale werden Molekule mit einem ungepaarten Elektron im Auf3enorbital bezeichnet.
Der Begriff ,Sauerstoffradikale erfal3t sowohl freie O,-Radikale wie auch nicht
radikalische reaktive Sauerstoffspezies. Das entscheidende Merkmal der
Sauerstoffradikale ist ihre enorme Reaktionsfahigkeit, als Sauerstoffradikale im

weitesten Sinne bezeichnet man die in Tab. 1 aufgefuhrten Substanzen.

Tab. 1: Sauerstoffradikale und ihre Entstehung (93,192)

Formel Name Entstehung
Oy Superoxidradikal Leukozytenaktivierung, Autooxidationsreaktionen,

Elektronentransport

‘OH Hydroxylradikal Bildung aus dem Superoxidradikal
'0, Singulett-Sauerstoff  Bildung aus Waserstoffperoxid
H20, Wasserstoffperoxid  nicht-enzymatische Bildung aus O,, direkte

Bildung aus O,
RO Alkoxyradikal Lipidperoxidationsprodukt
ROO Peroxyradikal Lipidperoxidationsprodukt
ROOH Lipidhydroperoxid Lipidperoxidationsprodukt
R Lipidradikal Lipidperoxidationsprodukt

‘OClI Hypochlorit Reaktionsprodukt der Myeloperoxidase
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Superoxidradikale, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale werden im Rahmen der
Elektronentransportkette in den Mitochondrien nahezu jeder Korperzelle werden
gebildet (49), in Peroxisomen entsteht in hohem Malie Wasserstoffperoxid (190).
Infolge inflammatorischer Vorgange erfolgt die Aktivierung von Makrophagen und fihrt
zu einem starkem Anstieg ihres Sauerstoffverbrauchs, wobei ca. 70% des gebildeten
Sauerstoffs in Superoxidradikale umgewandelt werden (83,219,270). Daruberhinaus
bewirken der Katecholaminmetabolismus und die Aktivierung der
Arachidonsaurekaskade mit konsekutiver Eicosanoidsynthese die Entstehung von

reaktiven Sauerstoffspezies (152).

Sauerstoffradikale werden durch die im weiteren Verlauf der Arbeit beschriebenen
Mechanismen physiologischerweise effektiv eliminiert, so dal? schadigende Prozesse
hierdurch inhibiert werden. Im Falle einer vermehrten Produktion und/oder einer
gestorten Eliminierung, fuhrt die Akkumulation der reaktiven Molekulle allerdings zu
einer Vielzahl von Schadigungsprozessen; neben der Oxidation funktioneller Gruppen
in Proteinen und der Hydroxylierung von Nukleinsauren nimmt die Lipidperoxidation
(LPO) hier eine exponierte Funktion ein. Die LPO wird als unspezifische Oxidation
mehrfach ungesattigter Fettsauren (PUFA) in den Phospholipiden verschiedener
Membransysteme der betroffenen Zelle definiert. Sie beginnt durch radikal-induzierte
Wasserstoffabstraktion an der a-Methylengruppe unkonjugierter Doppelbindungen,
wobie Alkylradikale als Zwischenprodukt entstehen, die durch Dienkonjugation
intramolekular stabilisiert werden. Die hieraus folgende sterische
Konfigurationsanderung bedingt eine Streckung des Molekuls, hierdurch erfolgt die
erste Stérung des intermolekularen Membrangefliges der Membran. Ferner kommt es
zur Bildung von Peroxidradikalen, Endoperoxiden, Alkoxy- und Peroxyradikalen. Wird
dieser circulus vitiosus nicht durch die antioxidativen Schutzmechanismen unterbunden,
so fuhrt die weiterlaufende Propagation bis hin zu Kohlenwasserstoffen wie Ethan oder
Penthan, welche dann ausgeschieden werden (123). Dies hat eine vollstandige
Zerstorung der Membran zur Folge. Die Integritat der Organelle bzw. der Gesamtzelle
ist somit aufgehoben. Dartberhinaus konnen die wahrend dieses Prozesses
entstehenden Endoperoxide ihrerseits Kettenbriiche hervorrufen, bei denen Aldehyde,
wie zum Beispiel Malondialdehyd oder 4-Hydroxynonenal, entstehen. Diese

Substanzen sind ebenfalls hochreaktiv und besitzen analytische Bedeutung fur die
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Beurteilung des Ausmalies der Lipidperoxidation in einem Gewebe, wie dies im

Methodikteil spater dargestellt wird.

153 Enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen

Zur Verhinderung der beschriebenen Zellschadigungen bestehen neben der
Kompartimentierung der meisten sauerstoffradikal-abhangigen Zellfunktionen auch

enzymatische sowie nicht-enzymatische Schutzmechanismen.

Zu diesen Schutzenzymen gehort die Superoxiddismutase (SOD), die in einer
zytosolischen und einer mitochondrialen Isoform vorliegt. Die Isoenzyme unterscheiden
sich durch das Metallion im aktiven Zentrum. Wahrend die zytosolische SOD je 1
Molekil Cu** und Zn** enthélt, liegt bei der mitochondrialen SOD 1 Molekil Mn®* im
aktiven Zentrum vor. Durch die SOD wird die ansonsten spontan ablaufende
Dismutation des Superoxidradikals zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff
um den Faktor 10° beschleunigt (71).

Ferner gehort die Glutathionperoxidase (GSHPX) zum enzymatischen Schutzsystem
vor oxidativem Stre. Sie verhindert die Reduktion von Wasserstoffperoxid und
organischen Peroxiden. Die GSHPX-Aktivitat wird zu 70% im Zytosol und zu 30% in
den Mitochondrien gefunden.

Daruberhinaus schitzen die Katalase und die Glutathion-S-Transferasen vor oxidativem
Strel3.

Einen nicht-enzymatischen Schutz vor Schadigungen durch Sauerstoffradikale stellen
vor allem die Vitamine E und C dar. Durch die Reaktion von Vitamin E mit einem
Peroxyradikal wird das Tocopherolradikal gebildet, welches zZu
Tocopherolchinonderivaten oxidiert. Daraufhin entstehen stabile polymere Produkte und
fuhren zu einer Beendigung der oxidativen Schadigungsprozesse, durch den Einbau
von Vitamin E in Membranen erfolgt somit ein effektiver Schutz vor Lipidperoxidation
(94). Im Vergleich hierzu stellt Vitamin C ein Redoxsystem dar, bei dessen Oxidation
ein stabiles Radikal synthetisiert wird, welches keine weiteren Schadigungen hervorruft.
Die Regeneration erfolgt Uber verschiedene Reduktionsmittel, wie reduziertes
Glutathion oder die NADH-abhangige Reduktase.
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2 Material und Methoden

21 Versuch der Induktion eines duktalen Pankreaskarzinoms

In einer Pilot-Studie wurde zunachst untersucht, ob eine Reproduktion des von Pour
(186,187) beschriecbenen Tiermodells eines chemisch induzierten duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas anhand der Angaben in der Literatur moglich ist. Hierbei
war neben der Histologie auch die Induktionsrate sowie die Letalitat nach erfolgter

Tumorinduktion von Interesse.

Ferner sollte durch diese Studie evaluiert werden, ob neben den Primartumoren auch
Lebermetastasen eines duktalen Pankreaskarzinoms auftreten, oder ob es sich bei den
hepatischen Tumoren moglicherweise um primare Lebertumore, wie cholangiozellullare

Karzinome, handelt.

211 Haltung der Tiere

12 acht Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster (Fa. Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) wurden unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 21+5°C,
Luftfeuchtigkeit 70+10%, 10 Luftwechsel pro Stunde, 12h/12h Tag- / Nachtzyklus) in

Einzelkafigen gehalten.

21.2 Ernahrung

Alle Tiere erhielten eine Futtermischung, in der der Rohfettanteil (Soja-Ol) 3% betrug
(ssniff Spezialdiaten GmbH, Deutschland) (Tab.2). Die Tiere hatten Zugang zu Futter

und Trinkwasser ad libitum.
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Tab. 2: Zusammensetzung der Diat

Bestandteile Anteil in %
N-freie Extrakte 440
Fett (Soja-0l) 3,0
a-Linolensaure 0,0
Protein (Soja, Korn) 19,5
H20 14,0
Fasern 7,0
Asche 7,0
Kalzium 1,2
Kalium 1,1
Phosphor 0,8
Magnesium 0,3
Natrium 0,3
Lysin 1,3
Methionin 0,5

21.3 Tumorinduktion

Zur Induktion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas wurden den Tieren Uber
einen Zeitraum von 16 Wochen 10mg/kg Koérpergewicht N-Nitrosobis-2-oxopropylamin
(BOP, Ash Stevens Chemicals Ltd., USA) wochentlich subkutan interskapular injiziert.
BOP wurde dazu jeweils unmittelbar vor der Anwendung in 0,9%iger Natriumchlorid-
Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) im Verhaltnis von 3mg pro 1ml geldst. Alle
Injektionen fanden unter einer kurzen Athernarkose (Hoechst / Marion-Roussel GmbH,
Deutschland) statt.

214 Obduktion

In der 16. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg GmbH, Deutschland) getotet. Das Korpergewicht und
die Gewichte von Pankreas und Leber wurden erhoben. Zur Obduktion wurde eine

mediane Laparotomie vom Processus xiphoideus bis zum Penisansatz durchgeflhrt.
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Nach Inspektion aller Bauchorgane wurden Leber und Pankreas entnommen. Die
Organe wurden fur die histologische Untersuchung in 10%iges gepuffertes

Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., GroRbritannien) gegeben.

21.5 Histologische Untersuchung

Die bei der Obduktion in Formaldehyd gegebenen Proben wurden nach Umbettung in
Metallkassetten (Shandon Ltd., GroRbritannien) im Entwasserungsautomaten
Histokinette 2000 (Reichert-Jung GmbH, Deutschland) entwassert und anschlie3end
auf der Gieldstation TBS 88 (medite AG, Deutschland) mit Paraffin (Merck AG,
Deutschland) Uberschichtet. Die nunmehr in Gewebskapseln (Shandon Lid.,
Grol3britannien) eingebetteten Paraffinblocke wurden mit dem Rotationsmikrotom HM
350 (Microm GmbH, Deutschland) geschnitten. Hierbei wurde fir das Lebergewebe
eine Schnittdicke von 50um gewahlt. Bei Nachweis von Metastasen wurde eine
Schichtdicke von 10um gewahlt. Das Pankreasgewebe wurde mit einer Schichtdicke
von 5um geschnitten. AnschlielRend erfolgte das Aufziehen auf Objekttrager (Menzel
Glaser KG, Deutschland) im Paraffin-Streckbad TFB 35 (medite AG, Deutschland). Die
Objekttrager wurden dann bei 75°C fir 30min im Brutschrank Modell 200 (Memmert
GmbH, Deutschland) getrocknet. Daraufhin wurden die Schnitte unter dem Abzug
Hyperclean (Shandon Ltd., GroRbritannien) durch zweimaliges jeweils funfminutiges
Xylolbad (Baker, Niederlande) entparaffiniert. Nach Dehydrierung in absteigender
Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., GroRbritannien) und Waschung in Aqua bidest
erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin und Eosin (Merck AG, Deutschland) in typischer
Technik. Nach nochmaliger Waschung in Aqua bidest wurde die abschlieRende
Entparaffinierung in aufsteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., Gro3britannien)
durchgefiihrt. Nach anschlieRendem Xylolbad (Baker, Niederlande) wurden die Schnitte
mit Kanadabalsam (Merck AG, Deutschland) aufgehellt und die Deckglaser (Menzel

Glaser GmbH, Deutschland) plaziert. Die histologische Beurteilung fand mit dem
Lichtmikroskop Kolleg SHB 45 (Eschenbach GmbH, Deutschland) statt.

Die Klassifizierung der tumorverdachtigen Pankreaslasionen folgte den Kriterien nach
Meijers et al. (158). In die Berechnung der Induktionsrate wurden nur Tiere

eingeschlossen, die ein invasives duktales Adenokarzinom des Pankreas aufwiesen.

Bei Klassifizierung der bei der Obduktion enthommenen Proben aus hepatischen

36



Raumforderungen als Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms wurden diese in die
Berechnung der Inzidenz von Lebermetastasen und der durchschnittlichen Groe der
Lebermetastasen einbezogen. Die Durchfuhrung der histologischen Untersuchungen
erfolgte mit Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut fur Pathologie der

Charité Campus Mitte.

2.1.6 Statistik

Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Daten der
unterschiedlichen Gruppen wurden mittels des Kruskal-Wallis-Test flir kontinuierliche
Daten und mit dem Fisher Test fur kategoriale Daten verglichen. Das Signifikanzniveau
wurde mit p>0,05 festgelegt.

2.2 Versuch der Steigerung der Lebermetastasierung durch eine
Modifikation der enteralen Fettsaurekombination aus o-
Linolensaure und Linolsaure beim duktalen
Pankreaskarzinom

221 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

60 acht Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster (Fa. Harlan-Winkelmann,
Deutschland) wurden unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 21+5°C,
Luftfeuchtigkeit 70+10%, 10 Luftwechsel pro Stunde, 12h/12h Tag- / Nachtzyklus) in

Einzelkafigen gehalten und in 4 Gruppen a 15 Hamster randomisiert:

Tab. 3: Tumorinduktion und Ernahrung der Versuchsgruppen 1-4

Gruppe Tier-Anzahl Tumorinduktion Ernahrung

1 15 Nein Standarddiat (SD)
2 15 Ja Standarddiat (SD)
3 15 Nein Hochfettdiat (HF)
4 15 Ja Hochfettdiat (HF)
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222 Ernadhrung

Die Tiere der Gr. 1 und 2 erhielten eine Standarddiat (SD), die 1,8% LA und 0,3% ALA
(ssniff Soest, Deutschland) enthielt. Die Tiere der Gr. 3 und 4 wurden mit einer
Hochfettdiat (HF) bestehend aus 11% LA und 2% ALA (ssniff Soest, Deutschland)
ernahrt (Tab.4).

Tab. 4: Bestandteile der Standarddiat und Hochfettdiat in %

Bestandteile Standarddiat [%] Hochfettdiat [%]
Fett (Soja-0l) 3,5 21,4
Linolsaure 1,8 11,0
a-Linolensaure 0,3 2,0
Arachidonsaure 0,07 0,4
Palmitinsaure 0,3 2,0
Stearinsaure 0,2 1,0
Olsaure 0,7 4.4
Protein (Soja, Korn) 20,0 16,5
H>0 13,0 12,0
Fasern 8,0 4,9
Asche 6,5 5,7
Kalcium 1,2 1,2
Kalium 1,1 1,1
Phosphor 0,8 0,8
Magnesium 0,3 0,3
Natrium 0,3 0,3
Lysin 1,3 1,3
Methionin 0,5 0,5
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2.2.3 Tumorinduktion

Zur Induktion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas wurden den Tieren der
Versuchsgruppen 2 und 4 Uber einen Zeitraum von 13 Wochen 10mg/kg Korpergewicht
N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP, Ash Stevens Chemicals Ltd., USA) wdchentlich
subkutan interskapular injiziert. BOP wurde dazu jeweils unmittelbar vor der
Anwendung in 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) im
Verhaltnis von 3mg pro 1ml geldst. Alle Injektionen fanden unter einer kurzen
Athernarkose (Hoechst / Marion-Roussel GmbH, Deutschland) statt. Die Tiere der Gr. 1

und 3 erhielten zu den gleichen Zeitpunkten eine subkutane Injektion 0,5ml 0,9% NaCl.

2.2.4 Obduktion

In der 25. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg GmbH, Deutschland) getotet. Das Korpergewicht und
die Gewichte von Pankreas und Leber wurden erhoben. Zur Obduktion wurde eine
mediane Laparotomie vom Processus xiphoideus bis zum Penisansatz durchgefihrt.
Nach Inspektion aller Bauchorgane wurden Leber und Pankreas entnommen. Die
Organe wurden fur die histologische Untersuchung in 10%iges gepuffertes

Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., GroRbritannien) gegeben.

2.2.5 Histologische Untersuchungen

Die bei der Obduktion in Formaldehyd gegebenen Proben wurden nach Umbettung in
Metallkassetten (Shandon Ltd., GroRbritannien) im Entwasserungsautomaten
Histokinette 2000 (Reichert-Jung GmbH, Deutschland) entwassert und anschlielend
auf der Gielstation TBS 88 (medite AG, Deutschland) mit Paraffin (Merck AG,
Deutschland) Uberschichtet. Die nunmehr in Gewebskapseln (Shandon Ltd.,
Grol3britannien) eingebetteten Paraffinblocke wurden mit dem Rotationsmikrotom HM
350 (Microm GmbH, Deutschland) geschnitten. Hierbei wurde fir das Lebergewebe
eine Schnittdicke von 50um gewahlt. Bei Nachweis von Metastasen wurde eine
Schichtdicke von 10um gewahlt. Das Pankreasgewebe wurde mit einer Schichtdicke
von 5um geschnitten. AnschlieRend erfolgte das Aufziehen auf Objekttrager (Menzel
Glaser KG, Deutschland) im Paraffin-Streckbad TFB 35 (medite AG, Deutschland). Die
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Objekttrager wurden dann bei 75°C fir 30min im Brutschrank Modell 200 (Memmert
GmbH, Deutschland) getrocknet. Daraufhin wurden die Schnitte unter dem Abzug
Hyperclean (Shandon Ltd., GroRbritannien) durch zweimaliges jeweils funfminutiges
Xylolbad (Baker, Niederlande) entparaffiniert. Nach Dehydrierung in absteigender
Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., GroRbritannien) und Waschung in Aqua bidest
erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin und Eosin (Merck AG, Deutschland) in typischer
Technik. Nach nochmaliger Waschung in Aqua bidest wurde die abschlielRende
Entparaffinierung in aufsteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., Gro3britannien)
durchgefuihrt. Nach anschlieRendem Xylolbad (Baker, Niederlande) wurden die Schnitte
mit Kanadabalsam (Merck AG, Deutschland) aufgehellt und die Deckglaser (Menzel
Glaser GmbH, Deutschland) plaziert. Die histologische Beurteilung fand mit dem
Lichtmikroskop Kolleg SHB 45 (Eschenbach GmbH, Deutschland) statt.

Die Klassifizierung der tumorverdachtigen Pankreaslasionen folgte den Kriterien nach
Meijers et al. (158). In die Berechnung der Induktionsrate wurden nur Tiere

eingeschlossen, die ein invasives duktales Adenokarzinom des Pankreas aufwiesen.

Bei Klassifizierung der bei der Obduktion enthommenen Proben aus hepatischen
Raumforderungen als Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms wurden diese in die
Berechnung der Inzidenz von Lebermetastasen und der durchschnittlichen GroRRe der
Lebermetastasen einbezogen. Die Durchfihrung der histologischen Untersuchungen
erfolgte mit Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut fur Pathologie der

Charité Campus Mitte.

2.2.6 Biochemische Untersuchungen

2.2.61 Chemikalien und Gerate

Die Bestimmung der GSHPX-Aktivitat folgte dem Prinzip von Paglia und Valentine
(177). Es wurde der Testkit RANSEL (Randox Ltd., GroRbritannien) verwendet, der als
Mischsubstrat Xanthin und [.N.T. [(2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazoliumchlorid] sowie einen 50mM CAPS-EDTA-Puffer und Xanthinoxidase
(80U/1) enthielt.

Die Bestimmung der SOD-Aktivitat basierte auf der Methode nach Beauchamp und
Fridovich (23). Hier wurde der Testkit RANSOD (Randox Ltd., GrofRbritannien)

verwendet, in welchem das Reagenz (Glutathion + Glutathionreduktase + NADPH), ein
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enthalten waren. Fur die Proteinbestimmung nach Lowry (147) wurden folgende

Chemikalien verwendet:

Kalium-Natrium-Tartrat-4-hydrat (2%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda,
Deutschland),

Kupfersulfat-4-hydrat (1%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda, Deutschland),
Natriumkarbonat wasserfrei (0,5m in 1n Natronlauge, Merck AG, Deutschland),

Folins Reagenz (Merck AG, Deutschland).

Fir die Bestimmung der Lipidperoxidations-Produkte als Thiobarbitursaure-reaktive

Substanzen (TBARS) wurden die folgenden Chemikalien verwendet:

Azetatpuffer (ph=3,5) wurde aus 40%iger Essigsdure (aus analytisch reinem
Eisessig; Merck AG, Deutschland) hergestellt, die mittels 5n Natronlauge (Merck
AG, Deutschland) auf einen pH-Wert von 3,5 eingestellt und auf das doppelte

Volumen aufgeflllt wurde,

SDS (Natriumdodecylsulfat, 8,1%ige Losung in Aqua dest; Serva GmbH,
Deutschland),

n-Butanol (Merck AG, Deutschland),

BHA (3-Tert-butyl-4-hydroxyanisol), 0,05mg/ml; Losungsmittel: Ethanol-Wasser-
Gemisch (1:1),

Malondialdehyd-Standard, hierfur wurde Malondialdehyd modifiziert nach
Esterbauer und Haberland hergestellt, eine 10mM  Ldsung von

Malondialdehydbisdiethylacetal wurde in 1%iger Schwefelsdure eine Stunde

inkubiert, um den Prozel} der saurekatalysierten Hydrolyse weitgehend zu beenden.

Die photometrischen Aktivitatsbestimmungen der GSHPX und der SOD und die
Ermittlung der Proteingehalte wurden mit dem UV-VIS Scanning Spektrophotometer
UV-2101 PC (Shimadzu, Japan) durchgefihrt. Die Messung der TBARS-Konzentration
fand am Spektrofluorophotometer RF-5001 PC (Shimadzu, Japan) statt.
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Weiterhin wurden verwendet:

Schuttelmaschine (Labortechnik limenau, Deutschland),

Zentrifuge T 23 (Janetzki, Polen),

Homogenisator Omni International 2000 (Digitana, Schweiz),
Ultrahomogenisator Labsonic 1510 (B. Braun AG, Deutschland) und

Laborwaage Sartorius excellence (Sartorius AG, Deutschland).

2.2.6.2 Homogenatherstellung

Die bei der Obduktion unverzuglich nach der Entnahme eingefrorenen Proben von
metastatischem und metastasenfreiem Lebergewebe mufdten vor den biochemischen
Untersuchungen homogenisiert werden. Fir die TBARS-Bestimmung wurde das
Probenmaterial mit 0,01% Butylhydroxyanisol enthaltender eiskalter 140mmol/I-
Natriumchlorid-Losung (Sigma Chemicals, GroRbritannien) unter Kuhlung 4mal je 15
Sekunden homogenisiert. Fur die GSHPX- und die SOD-Bestimmung wurde das
Probenmaterial mit eiskaltem 0,1mol/I-Phosphatpuffer unter Kihlung 4mal je 15
Sekunden homogenisiert. Die so erhaltenen Homogenate wurden bei —80°C gelagert

und vor den Messungen jeweils 15 Sekunden rehomogenisiert.

2.2.6.3 Proteinbestimmung nach Lowry

2.2.6.3.1 Prinzip

Verbindungen mit mindestens zwei Peptidbindungen ergeben mit Cu?*-lonen in
alkalischer Losung einen violetten Komplex. Dieses Verfahren, die sogenannte Biuret-
Methode, weist jedoch nur eine maRige Sensitivitdt auf. AulRerdem wird hierbei sehr
umfangreiches Probenmaterial bendétigt. Daher wurde nach Lowry eine Kombination der
Biuret-Methode mit einer Reduktion von Phosphorwolfram- und Phosphormolybdan-
saure (Folins Reagenz) zu Wolfram- respektive Molybdanblau durch die aromatischen
Seitenketten des im Kupferkomplex gebundenen Tyrosins und Tryptophans

angewendet (149).

2.2.6.3.2 Durchfiihrung und Auswertung

Zunachst wurde die Gebrauchslosung hergestellt. Um 50ml zu erhalten, wurden 0,5ml

Kupfersulfat-Lésung, 0,5ml Kalium-Natrium-Tartrat-Lésung und 49ml Natriumkarbonat-
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Ldsung zusammengegeben. Anschlielend wurden 25ul des vorher 1:100 verdinnten
Gewebehomogenates mit 225ul Aqua bidest versetzt und mit 1,5ml Gebrauchslésung
10 Minuten inkubiert. Dann wurden unter starkem Schutteln 150ul Folins Reagenz
dazugegeben. Nach einstindiger Inkubation wurden die Proben bei folgenden
Parametern  gemessen: 750nm  Wellenlange, 25°C  Temperatur, 0,5cm
Klvettenschichtdicke, Leerwert als Vergleichsprobe. Die Auswertung erfolgte Uber eine

Kalibrierfunktion.

2264 Bestimmung der GSHPX-Aktivitat

2.2.6.4.1 Prinzip

Die Methode basiert auf dem Prinzip von Paglia und Valentine (177). Die GSHPX
katalysiert hierbei die Oxidation von Glutathion durch Cumenhydroperoxid, so dafl
durch Bildung einer Disulfidbricke das oxidierte Glutathion (GSSG) entsteht. Bei
gleichzeitiger Anwesenheit von reduziertem Glutathion und NADPH wird GSSG sofort
reduziert, dabei wird NADPH oxidiert. Diese Abnahme der NADPH-Extinktion wird bei

der hier verwendeten Methode gemessen.

2.2.6.4.2 Durchfiihrung und Auswertung

Das Pipettieren erfolgte direkt in die MeRkuvette und nach guter Durchmischung
wurden die Proben bei folgenden Parametern gemessen: 340nm Wellenlange, 37°C
Temperatur, 3 Minuten Reaktionszeit, 0,5cm Kuvettenschichtdicke, Luft als

Vergleichsprobe.

Tab. 5: Pipettierschema fur die GSHPX-Aktivitatsmessung

Leerwertmessung Probenmessung
Probe [pl] 0 10
Aqua bidest [ul] 50 40
Reagenz [ul] 500 500
Cumenhydroperoxid [ul] 20 20

Der Berechnung der Ergebnisse liegt das Lambert-Beersche Gesetz zugrunde:
AE=c*d*s, wobei AE die Extinktionsanderung, ¢ die Konzentration und d die

Klvettenschichtdicke darstellt. Der Wert des Extinktionskoeffizienten ¢ betragt
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6,22*10%/mol*cm und ist konstant. Demzufolge wurde das Lambert-Beersche Gesetz
nach ¢ umgestellt und somit die Konzentration in der Probe berechnet. Eingefugt wurde

der Verdinnungsfaktor. Die Ergebnisse wurden auf mg Proteingehalt korrigiert.

2.2.6.5 Bestimmung der SOD-Aktivitat

2.2.6.5.1 Prinzip

Der auf der Methode von Beauchamp und Fridovich (23) beruhende hier angewandte
Testkit verwendet Xanthin und Xanthinoxidase zur Bildung von Superoxidradikalen,
welche mit ILN.T. zu einem roten Formazanfarbstoff reagieren. Da die SOD ihrerseits
die Dismutation von Superoxidradikalen zu molekularem Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid katalysiert, kann ihre Aktivitat Uber den Grad der Hemmung der

oben genannten Reaktion bestimmt werden.

2.2.6.5.2 Durchfiihrung und Auswertung

Die Proben wurden mit Aqua bidest soweit verdinnt, dall die Messwerte zwischen 30%
und 60% Hemmung lagen. Das Pipettieren erfolgte direkt in die Kuvette. Nach guter
Durchmischung wurden die Messungen unter folgenden Bedingungen durchgeflhrt:
505nm Wellenlange, 37°C Temperatur, 3 Minuten Reaktionszeit, 0,5cm

Klvettenschichtdicke, Luft als Vergleichsprobe.

Die MeRwerte wurden als Extinktionsanderung*10%/min angegeben. Zur Umrechnung in
die prozentuale Hemmung der Formazanreaktion wurde folgende Gleichung
angewandt: %Hemmung=100-[(AE*min ' pope*100)/AE*mMin™" Leerwert].  Zur Angabe der
Aktivitat in units wurde definiert, daly 1U SOD-Aktivitat 50% Hemmung entsprechen soll.
Die so erhaltenen Werte wurden auf mg Proteingehalt korrigiert.

Tab. 6: Pipettierschema fur die SOD-Aktivitatsmessung

Leerwertmessung Probenmessung
Probe [ul] 0 95-5
Aqua bidest [ul] 100 5-95
Mischsubstrat [ul] 340 340
Xanthinoxidase [ul] 50 50
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2.2.6.6 Bestimmung der Lipidperoxidations-Produkte

2.2.6.6.1 Prinzip

Das Prinzip dieser Messung wurde von Ohkawa beschrieben (175).
Lipidperoxidationsprodukte bilden hierbei mit Thiobarbitursdure (TBA) einen roten
Polymethinfarbstoff, dessen Konzentration fluorimetrisch bestimmt werden kann. Die
diese Reaktion eingehenden Lipidperoxidationsprodukte werden als Thiobarbitursaure-
reaktive Substanzen (TBARS) bezeichnet. Die teilweise kritischen Aspekte dieser
Melmethode im Hinblick auf Art der Probengewinnung und —aufbewahrung sowie die
nicht unproblematische Spezifitdt des Tests sind uns bekannt (111). Allerdings gehen
wir nach Erfahrungen mit vorhergehenden Untersuchungen davon aus, dal} artefizielle
Veranderungen des TBARS-Levels durch strenge Standardisierung aller Arbeitsschritte
(z.B. sehr schnelles Einfrieren der Gewebe nach Entnahme, Aufbewahrung der Proben
in Flussigsticksoff, Homogenisierung und Analyse in Gegenwart von Antioxidatien)

verhindert werden konnen.

2.2.6.6.2 Durchfiihrung und Auswertung

Die bendtigte Menge Homogenat wurde mit Aqua bidest zu 150ul erganzt, mit 300ul
Azetatpuffer (pH=3,5), 40ul SDS und 300ul TBA versetzt und fur 90 Minuten ins
Wasserbad (90°C) gestellt. Nach 5Sminutiger Abkuhlung in Eiswasser wurden 200ul
Aqua bidest und 1ml n-Butanol hinzugefugt. Die Mischung wurde 20 Minuten
geschuttelt und anschlielfend 10 Minuten bei 2000U/min zentrifugiert. Daraufhin erfolgte
die Messung in der Uberstehenden n-Butanolphase bei folgenden Parametern: 515nm
Wellenlange fur Exzitation, 553nm Wellenlange fur Emission, 25°C Temperatur, 0,5cm
Klvettenschichtdicke, Leerwert als Vergleichsprobe. Die Auswertung erfolgte Uber eine

Kalibrierfunktion.

Die Durchfuhrung der biochemischen Untersuchungen erfolgte mit Unterstitzung von
Herrn Prof. Dr. Schimke (Medizinische Klinik fur Kardiologie) in der Charité Campus
Mitte.
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2.2.6.7 Statistik

Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Daten der
unterschiedlichen Gruppen wurden mittels des Kruskal-Wallis-Test fur kontinuierliche
Daten und mit dem Fisher Test fur kategoriale Daten verglichen. Das Signifikanzniveau

wurde mit p<0,05 festgelegt.

2.3 EinfluBR von Octreotid und Tamoxifen auf das Tumor-
wachstum und die Lebermetastasierung beim
Pankreaskarzinom

231 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

60 acht Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster (Fa. Harlan-Winkelmann,
Deutschland) wurden unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 21+5°C,
Luftfeuchtigkeit 70+10%, 10 Luftwechsel pro Stunde, 12h/12h Tag- / Nachtzyklus) in
Einzelkafigen gehalten und nach 1 Woche Akklimatisierungszeit randomisiert den in

Tabelle 1 dargestellten Gruppen a 15 Hamster zugeordnet.

Tab. 7: Therapie der Versuchsgruppen 1-4

Gruppe Tier-Anzahl Tumorinduktion Therapie

1 15 ja Keine

2 15 ja Octreotid

3 15 ja Tamoxifen

4 15 ja Octreotid und Tamoxifen

2.3.2 Ernahrung

Alle Tiere erhielten ein Spezialfutter, in dem der Rohfettanteil auf 21,4% angehoben
wurde (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland, Tab.8). Die verwendete
Hochfettdiat hatte in eigenen Vorstudien zu einer hoheren Lebermetastasierung im
Vergleich zur mit Standardfutter erndhrten Kontroligruppe gefihrt (261). Alle Tiere
hatten Zugang zu Futter und zu Trinkwasser ad libitum.
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Tab. 8: Bestandteile der Hochfettdiat

Bestandteil
Rohprotein
Rohfett
Rohfaser
Rohasche
Kalzium
Phosphor
Natrium
Magnesium
Kalium

Lysin

Glycin
Leucin
Arginin
Phenylalanin
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Valin
Mangan
Kupfer

Zink

Jod

Eisen

Selen
Kobalt
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin E
Cholin
Nikotinsaure

Inosit

Anteile
16,5%
21,4%
4,9%
5,7%
1,0%
0,7%
0,15%
0,2%
1,0%
1,1%
1,0%
1,5%
1,4%
1,0%
2,0%
3,9%
1,0%
80mg/kg
12mg/kg
75mg/kg
2mg/kg
220mg/kg
0,2mg/kg
2mg/kg
15.0001E/kg
1.0001E/kg
100mg/kg
1.600mg/kg
60mg/kg
50mg/kg
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Die gaschromatographisch ermittelten Anteile (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland) derjenigen Fettsauren mit den hochsten Anteilen in der Hochfettdiat sind

in Tab.9 dargestellt.

Tab. 9: Anteile bedeutender Fettsduren in der Hochfettdiat in %

Name (Trivialname) Kurzformel Anteil in Hochfettdiat [%]
Palmitinsaure C16:0 2,0

Stearinsaure C18:0 1,0

Olséure C18:1 4,4

Linolsaure C18:2 11,0

Linolensaure C18:3 2,0

Arachidonsaure C20:4 0,4

Eicosapentaensaure C22:5 0,3

Sonstige Fettsauren C8:0 bis C22:6 jeweils <0,3

2.3.3 Tumorinduktion

Zur Induktion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas wurden den Tieren der
Versuchsgruppen 1-4 Uber einen Zeitraum von 12 Wochen 10mg/kg Korpergewicht N-
Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP, Ash Stevens Chemicals Ltd., USA) wdchentlich
subkutan interskapular injiziert. BOP wurde dazu jeweils unmittelbar vor der
Anwendung in 0,9%iger Natriumchlorid-Losung (B. Braun GmbH, Deutschland) im
Verhaltnis von 3mg pro 1ml gelost. Alle Injektionen fanden unter einer kurzen

Athernarkose (Hoechst / Marion-Roussel GmbH, Deutschland) statt.

234 Therapie

Nach der Tumorinduktion erfolgte eine 12-wdchige Therapiephase. In diesem Zeitraum
erhielten die Tiere der Gr. 1 (Kontrollgruppe) 0,5 ml 0,9% NaCl subkutan pro Woche,
wahrend den Tieren der Gr. 2 (Octreotid-Gruppe) 0,4 ml Octreotid 4-wochentlich
subkutan injiziert wurden (LAR 20mg-Octreotid-retard, Novartis, Switzerland).
Daruberhinaus erhielten die Tiere der Gr. 3 (Tamoxifen-Gruppe) 10 mg Tamoxifen 3mal

pro Woche oral als Beimengung zum Futter. Die Tiere der Gr. 4 (Kombinationsgruppe)
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wurden mit der Kombinationstherapie aus Octreotid und Tamoxifen in o0.g. Dosierung
behandelt.

2.3.5 Obduktion

In der 25. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg GmbH, Deutschland) getotet. Das Korpergewicht und
die Gewichte von Pankreas und Leber wurden erhoben. Zur Obduktion wurde eine
mediane Laparotomie vom Processus xiphoideus bis zum Penisansatz durchgeflhrt.
Nach Inspektion aller Bauchorgane wurden Leber und Pankreas entnommen. Die
Organe wurden fur die histologische Untersuchung in 10%iges gepuffertes

Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., GroRbritannien) gegeben.

2.3.6 Histologische Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen erfolgten analog der unter 2.2.5 aufgefuhrten
Methodik mit Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut fur Pathologie der

Charité Campus Mitte.

2.3.7 Nachweis von Rezeptoren

2.3.71 Somatostatinrezeptoren

Da bislang ungeklart war, ob Octreotid Uber einen direkten rezeptorvermittelten
Mechanismus das das Lebermetastasenwachstum beeinflult, wurden die
Lebermetastasen eines chemisch induzierten Adenokarzinoms des Pankreas des
Syrischen Goldhamsters im Institut flr Pathologie der Universitat Bern (Schweiz) durch
Herrn Prof. Dr. C. Reubi auf Somatostatin-Rezeptoren mittels einer Autoradiographie
hin untersucht (201-203,269).

2.3.7.2 Ostrogenrezeptoren

Zudem haben wir untersucht, ob eine mdgliche Inhibition des Tumorwachstums durch
Tamoxifen rezeptorvermittelt ist. Hierfir erfolgte die Bestimmung der Ostrogen-
Rezeptoren (ER) im Zytosol des zu untersuchenden Tumorgewebes anhand eines
Testkits (ABBOTT GmbH, Deutschland) durch die Universitatsklinik fur Strahlentherapie
(Prof. Dr. Possinger) der Charité Campus Mitte.
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Der ER-EIA monoklonal ist ein Festphasen-Enzymimmunoassay, der entsprechend des
,2Sandwich-Prinzips“ aufgebaut ist. Hierbei werden mit anti-ER (Ratte, monoklonal)
beschichtete Kugeln mit Proben (Tumorgewebszytosole), Standards und Kontrollen
inkubiert. Wahrend dieser Inkubation werden in den Proben, Standards und Kontrollen
die vorhandenen Ostrogen-Rezeptoren an die Festphase (Kugeloberflache) gebunden.
Das ungebundene Material wird durch Waschen der Kugeln entfernt. AnschlieRend
werden die Kugeln mit anti-ER (Ratte, monoklonal), das mit Meerettich-Peroxidase

konjugiert ist, inkubiert.

Falls ER in der Zytosolprobe vorhanden sind, wird das ER-Konjugat an den auf den
Kugeln befindlichen ER gebunden. Das ungebundene Konjugat wird durch Waschen

der Kugeln entfernt.

Danach werden die Kugeln mit einer Enzym-Substratldsung (Wasserstoffperoxid und
Ortho-Phenylendiamin) inkubiert, dies fuhrt zu einer gelb-orangen Verfarbung. Die
Farbintensitat ist innerhalb des Arbeitsbereiches des Tests proportional zur ER-
Konzentration in der Probe. Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von 1N
Schwefelsaure inhibiert, und die Intensitat der entstandenen Farbung wird mit einem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 492nm gemessen. Der Cut-off Wert fur
einen positiven Rezeptorbefund betragt 15  fmol/mg Zytosol-Protein
(3,20,119,169,102,268).
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24 EinfluBR von Octreotid auf die Lebermetastasierung und die
hepatische Lipidperoxidation beim duktalen
Pankreaskarzinom

241 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

90 mannliche Syrische Goldhamster im Alter von 8 Wochen (Fa. Harlan - Winkelmann,
Deutschland) wurden unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 21+5°C,
Luftfeuchtigkeit 70+10%, 10 Luftwechsel pro Stunde, 12h/12h Tag- / Nachtzyklus) in
Einzelkafigen gehalten und nach 1 Woche Akklimatisierungszeit randomisiert den in

Tab. 2 aufgefuhrten Gruppen zugeordnet.

Tab. 10: Erndahrung, Tumorinduktion und Therapie der Versuchsgruppen 1-6

Gruppe Tier-Anzahl Ernahrung Tumorinduktion Octreotidtherapie
1 15 Standardfutter (SF) Nein Nein

2 15 SF Ja Nein

3 15 SF Ja Ja

4 15 Hochfettdiat (HF) Nein Nein

5 15 HF Ja Nein

6 15 HF Ja Ja

242 Ernahrung

Die mit Standardfutter ernahrten Tiere der Versuchsgruppen 1-3 erhielten Uber den
gesamten Versuchszeitraum Hamsterstandardfutter mit einem Rohfettanteil von 3%
(ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland). Die Tiere der Versuchsgruppen 4-6
hingegen wurden mit einer Hochfettdiat ernahrt, in dem der Rohfettanteil auf 21,4%

angehoben wurde (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland).

Die verwendete Hochfetternahrung hatte in eigenen Vorstudien zu einer signifikant
hdoheren Lebermetastasierung im Vergleich zur mit Standardfutter ernahrten
Kontrollgruppe gefuhrt (261). Die mit Standardfutter ernahrten Tiere dienten als
Kontrollgruppen flr die biochemischen Parameter. Alle Tiere hatten Zugang zum Futter

und zu Trinkwasser ad libitum.
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Die gaschromatographisch ermittelten Anteile (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest,

Deutschland) derjenigen Fettsduren mit den hoéchsten Anteilen in der Hochfettdiat und

im Standardfutter sind in Tab.11 dargestellt, weitere wichtige Bestandteile sind in Tab.

12 aufgefuhrt.

Tab. 11: Anteile bedeutender Fettsauren in der Standard- und Hochfettdiat in %

Fettsaure

Palmitinsaure
Stearinsaure
Olsaure

Linolsaure
Linolensaure
Arachidonsaure
Eicosapentaensaure

sonstige Fettsauren

Kurzformel

C16:0
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:4
C22:5
C8:0 bis C22:6

Anteil in
Standarddiat [%)]

0,3
0,2
0,7
1,8
0,3
0,07
0,05

jeweils <0,05

Anteil in
Hochfettdiat [%)]

2,0
1,0
4,4
11,0
2,0
0,4
0,3

jeweils <0,3
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Tab. 12: Inhaltsstoffe der Standarddiat und Hochfettdiat

Inhaltsstoff
Rohprotein
Rohfett
Rohfaser
Rohasche
Kalzium
Phosphor
Natrium
Magnesium
Kalium

Lysin

Glycin
Leucin
Arginin
Phenylalanin
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Valin
Mangan
Kupfer

Zink

Jod

Eisen

Selen
Kobalt
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin E
Cholin
Nikotinsaure

Inosit

Standarddiat

20,0%
3,5%
8,0%
6,5%

1,0%
0,7%
0,15%
0,2%

1,0%
1,1%

1,0%
1,5%
1,4%
1,0%
2,0%
3,9%

1,0%
80mg/kg
12mg/kg
75mg/kg
2mg/kg
220mg/kg
0,2mg/kg
2mg/kg
15.0001E/kg
1.0001E/kg
100mg/kg
1.600mg’kg
60mg/kg
50mg/kg

Hochfettdiat
16,5%
21,4%
4,9%
5,7%

1,0%
0,7%
0,15%
0,2%

1,0%

1,1%

1,0%

1,5%

1,4%

1,0%
2,0%

3,9%

1,0%
80mg/kg
12mg/kg
75mg/kg
2mg/kg
220mg/kg
0,2mg/kg
2mg/kg
15.0001E/kg
1.0001E/kg
100mg/kg
1.600mg/kg
60mg/kg
50mg/kg
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243 Tumorinduktion

Zur Induktion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas wurden den Tieren der
Versuchsgruppen 2, 3, 5 und 6 Uber einen Zeitraum von 12 Wochen 10mg/kg
Korpergewicht N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP, Ash Stevens Chemicals Ltd., USA)
wochentlich subkutan interskapular injiziert. BOP wurde dazu jeweils unmittelbar vor der
Anwendung in 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) im

Verhaltnis von 3mg pro 1ml geldst.

Die Tiere der Versuchsgruppen 1 und 4 erhielten im Induktionszeitraum wdchentlich
0,5ml 0,9%ige Natriumchlorid-Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) ebenfalls
subkutan interskapular injiziert.

Alle Injektionen fanden unter einer kurzen Athernarkose (Hoechst / Marion-Roussel
GmbH, Deutschland) statt.

244 Therapie

An die 12wdchige Tumorinduktionsphase schlof® sich die Therapiephase an, deren
Dauer ebenfalls 12 Wochen betrug. Wahrend dieser Phase wurden die Tiere der
Versuchsgruppen 3 und 6 mit 20mg LAR (Octreotid-Monatsdepot, Novartis AG,

Schweiz) alle 4 Wochen subkutan therapiert.

Den Tieren der Versuchsgruppen 1, 2, 4 und 5 wurden im selben Zeitraum hingegen
0,5ml 0,9%ige Natriumchlorid-Losung (B. Braun GmbH, Deutschland) ebenfalls alle 4
Wochen subkutan injiziert. Auch diese Injektionen fanden unter einer Athernarkose
(Hoechst / Marion-Roussel GmbH, Deutschland) statt.

2.4.5 Obduktion

In der 25. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg GmbH, Deutschland) getétet. Zur Obduktion wurde
eine mediane Laparotomie vom Processus xiphoideus bis zum Penisansatz

durchgefuhrt. Nach Inspektion aller Bauchorgane wurde die Leber entnommen.

Da die Versuchsgruppen 1 und 4 kein BOP erhalten hatten, war nicht mit dem Auftreten

von Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen in diesen Gruppen zu rechnen. Von
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den Tieren dieser Versuchsgruppen wurde standardisiert eine Probe aus dem Lobus
sinister lateralis hepatis exzidiert (41,4+10,5mg) und unverzuglich bei —80°C fur die

biochemischen Untersuchungen eingefroren.

Bei den mit BOP behandelten Tieren wurde nach Entnahme der Leber auch das
Pankreas entnommen und sowohl makroskopisch wie auch auflichtmikroskopisch
(neoLab  Stereomikroskop, Eschenbach GmbH, Deutschland) auf solide
Raumforderungen kontrolliert. Aus tumorverdachtigen Lasionen wurden Proben
entnommen und fir die histologische Untersuchung in 10%iges gepuffertes
Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., GroRRbritannien) gegeben. Die Leber jedes Tieres
der mit BOP behandelten Versuchsgruppen wurde sofort nach der Entnahme mit einem
Skalpell lamelliert (18-24 Lamellen in ca. 2mm-Abstanden) und sowohl makroskopisch
wie auch auflichtmikroskopisch auf solide Raumforderungen untersucht. Die Anzahl
aller in einer Leber als metastasenverdachtig angesehenen Herde wurde erhoben und
die GrofRe wurde unter dem Auflichtmikroskop zweidimensional vermessen, so dal} fur
jedes betroffene Tier die Metastasenanzahl und deren durchschnittliche GroRe
angegeben werden konnte. Erstreckten sich Raumforderungen Uber mehr als eine
Lamelle, wurde die zweidimensionale Ausdehnung an jeder einzelnen Lamelle
gemessen und  anschlieBend der  Mittelwert  bestimmt. Aus jedem
metastasenverdachtigen Herd wurde eine Probe enthommen und flr die Histologie in
10%iges gepuffertes Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., Grof3britannien) gegeben.
AnschlieBend wurden bei den unter 2.3 beschriebenen Versuchsgruppen die
verdachtigen Herde aus der Leber exzidiert, gesammelt (23,5+12,1mg) und fur die
biochemischen  Untersuchungen unverzuglich bei —-80°C eingefroren. Von
makroskopisch  und  auflichtmikroskopisch  unverdnderten = metastasenfernen
Leberanteilen wurden 39,1+6,9mg pro Tier entnommen und ebenfalls unverzuglich bei

—80°C eingefroren.

246 Histologische Untersuchung

Die bei der Obduktion in Formaldehyd gegebenen Proben wurden histologisch mit
Unterstutzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut fur Pathologie der Charité Campus

Mitte entsprechend der unter 2.2.5 beschriebenen Methodik untersucht.
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247 Biochemische Untersuchungen

Die Proteinbestimmung, die Bestimmung der Lipidperoxidation (TBARS), sowie der
Aktivitaten der Lipidperoxidations-Schutzenzyme GSHPX und SDO erfolgte mit
Unterstltzung von Herrn Prof. Dr. Schimke (Medizinische Klinik fur Kardiologie) in der

Charité Campus Mitte entsprechend der unter 2.2.6 beschriebenen Methodik.

2.4.8 Statistik

Alle Werte wurden als prozentuale Haufigkeiten oder als Mittelwert+Standardab-
weichung angegeben. Bei quantitativen Daten erfolgte ein Normalitatstest nach Shapiro

und Francia.

Bei normalverteilten Parametern wurden die Mittelwertvergleiche zwischen den
Versuchsgruppen als Einfaktorielle Multivarianzanalyse (ANOVA) durchgeflhrt. Beim
Vorliegen von vergleichbaren Varianzen in den Versuchsgruppen erfolgte die Post-Hoc-
Korrektur nach dem Bonferroni-Modell. Lagen hingegen zwischen den Gruppen
ungleiche Varianzen vor, wurde als Post-Hoc-Korrektur das Dunnett’s-T3-Modell

gewahlt.

Bei nicht normalverteilten Parametern erfolgten die Mittelwertvergleiche zwischen den
Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test. Bei Ablehnung der globalen Nullhypothese fanden
die folgenden Einzelvergleiche zwischen den Gruppen als Mann-Whitney-U-Test mit

Bonferroni-Korrektur zur Vermeidung der a-Fehlerkumulierung statt.

Die Vergleiche innerhalb einer Versuchsgruppe zwischen metastatischen und nicht-
metastatischen Werten wurden bei Normalverteilung als T-Test fur gepaarte
Stichproben durchgefuhrt. Bei nicht normalverteilten Parametern fanden diese

Vergleiche als Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummen-Test statt.

Die kategoriellen Daten wurden angesichts der kleinen Umfange mit dem Fisher-Test

verglichen.

Das Signifikanzniveau wurde grundsatzlich mit 95% (p<0,05) definiert. Alle
Berechnungen fanden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 9.0% fiir Windows98®
statt.
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2.5 EinfluR der antioxidativen Vitamine A, C sowie E auf die
Lebermetastasierung und die hepatische Lipidperoxidation in
Lebermetastasen und metastasenfreien Leberanteilen beim
duktalen Pankreaskarzinom

251 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

120 mannliche Syrische Goldhamster (Fa. Harlan—Winkelmann, Deutschland) im Alter
von 8 Wochen wurden in Einzelkafigen unter standardisierten Verhaltnissen gehalten.
Die Lufttemperatur betrug 21+5 °C, weiterhin wurden eine Luftfeuchtigkeit von 70+10%
sowie 12 Luftwechsel / Stunde und ein 12h / 12h Tag / Nachtzyklus gewahrleistet. Die
Tiere wurden in folgende 8 Gruppen mit je 15 Syrischen Goldhamstern randomisiert
(Tab.13).

Tab. 13: Tumorinduktion und Therapie der Versuchsgruppen 1-8

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8
Tumorinduktion |Nein Nein Nein Nein Ja Ja Ja Ja
Therapie Keine Vit. A Vit.C Vit E Keine Vit.tA Vit.C Vit E
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25.2 Ernadhrung

Alle Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser. Ebenso erhielten alle Tiere eine
spezielle Experimentaldiat, die sich vom Standardfutter durch eine abweichende

Zusammensetzung unterschied (sniff GmbH, Soest, Deutschland, Tab.14).

Tab. 14: Zusammensetzung der Standard- und Hochfettdiat

Bestandteile Standarddiat (%) Hochfettdiét (%)
Sojadl 3,5 21,4
a-Linolensaure 0,3 2,0
Linolsaure 1,8 11,0
Arachidonsaure 0,07 0,4
Palmitinsaure 0,3 2,0
Stearinsaure 0,2 1,0
Olsaure 0,7 4.4
Proteine 20,0 16,5
Wasser 14,0 14,0
Rohfasern 8,0 4,9
Rohasche 6,5 5,7
Calcium 1,2 1,2
Kalium 1,1 1,1
Phosphor 0,8 0,8
Magnesium 0,3 0,3
Natrium 0,3 0,3
Lysin 1,3 1,3
Methionin 0,5 0,5

Im Gegensatz zur Standarddiat mit einem Rohfettanteil von 3,5% liegt in der
Hochfettdiat der Anteil an Rohfett mit 21,4% wesentlich hdher. Das Experiment wurde
nach den UKCCCR Richtlinien ausgeftihrt (123).
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253 Tumorinduktion

Den Tieren der Kontrollgruppen 1- 4 wurden Uber einen Zeitraum von 3 Monaten jeweils

wochentlich 0,5ml 0,9%ige NaCl-Losung subkutan injiziert.

Zur Induktion eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas in den Gruppen 5-8
wurden den Tieren Uber einen Zeitraum von 3 Monaten 10mg/kg KG N-Nitrosobis-2-
oxopropylamin (BOP, Ash Stevens Chemicals, USA) wodchentlich subkutan
interskapular injiziert. BOP wurde dazu kurz vor der Anwendung in 0,9%iger NaCl-
Losung (B.Braun, Deutschland) auf 3mg/ml geldst. Alle Injektionen wurden unter kurzer

Athernarkose (Hoechst, Deutschland) durchgefihrt.

254 Therapie

Direkt nach der 12wdchigen Tumorinduktionsphase wurde eine Therapie mit Vitamin A,
C bzw. E (Sigma, GroRbritannien) begonnen. Hierbei erhielten die Tiere der Gruppen 2
und 6 Vitamin A (0,25mg/kg KG/die), die Tiere der Gruppen 3 und 7 erhielten Vitamin C
(9mg/kg KG/die) und die Gruppen 4 und 8 wurden mit Vitamin E (4mg/kg KG/die) per os
behandelt. Die Verabreichung der Vitamine erfolgte Uber einen Zeitraum von 12

Wochen.

255 Obduktion

In der 24. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere mittels einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg, Deutschland) getoétet. Zuvor verstorbene Tiere
wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Nach Totung der Tiere wurde eine
Obduktion durchgefluhrt. Hierbei wurden das Pankreas und die Leber entfernt und deren
Gewicht festgestellt. Gewebsstucke von makroskopisch freien Leberanteilen (67+£19mg)
wurden dem Lobus sinister lateralis der Leber enthommen und unverzuglich fur die
biochemische Analyse bei -80°C eingefroren. Die Leber der BOP-behandelten Tiere der
Gruppen 5 bis 8 wurden in 1,0mm Schritten lamelliert. Danach wurde die Anzahl der
makroskopisch sichtbaren Lebermetastasen pro Tier, sowie die zweidimensionale
Ausdehnung der jeweils grof3ten Leberlasion bestimmt. Fur biochemische Analysen
wurden Teile der Lebermetastasen (26,3+14mg) umgehend bei -80°C eingefroren. Fur
die Kontrollhistologie wurden nun das gesamte Pankreas sowie Gewebestucke der

Lebermetastasen in 10%iges Formaldehyd gegeben (Sigma, GroR3britannien).
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2.5.6 Histologische Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen von Pankreas und Leber erfolgten analog der unter
2.2.5 beschriebenen Methodik mit Unterstlitzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut

fur Pathologie der Charité Campus Mitte.

2.5.7 Biochemische Untersuchungen

Die biochemischen Untersuchungen erfolgten analog der unter 2.2.6 beschriebenen
Methodik mit Unterstutzung von Herrn Prof. Dr. Schimke (Medizinische Klinik far

Kardiologie) an der Charité Campus Mitte.

2.5.8 Statistik

Die zu messenden Parameter wurden als prozentuale Haufigkeiten oder
Mittelwert+Standardabweichungen angegeben. Kontinuierliche Daten wurden mit Hilfe
des Shapiro-Francia-Tests auf Normalverteilung Uberprift. Bei Normalverteilungen
wurden anschlieRend die Daten zwischen den Gruppen mit der Einfaktoriellen
Multivarianzanalyse (ANOVA) verglichen. Post hoc-Tests wurden nach Bonferroni bei
gleichen Varianzen oder mit Hilfe des Dunett’'s T3-Tests bei ungleichen Varianzen
durchgefuhrt.

Lag keine Normalverteilung vor, wurde zum Vergleich der Daten zwischen den Gruppen
der Kruskal Wallis Test fur die Globalhypothese angewandt. Der Mann-Whitney-Test
mit Bonferroni-Korrektur wurde beim Vergleich der einzelnen Gruppen zur Vermeidung
der Kummulierung des a-Fehlers herangezogen. Die Daten der tumorfreien
Leberanteile vs. Lebermetastasen jeder Gruppe wurden mit Hilfe des Wilcoxon
Rangsummentests verglichen. Kategorielle Daten wurden angesichts der kleinen
Umfange mit Hilfe des Fisher’'s-Exakt-Tests Uberprift. Das Signifikanzniveau wurde mit
95% (p<0,05) definiert. Alle Berechnungen fanden mit SPSS 9.2° fiir Windows97® statt.
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2.6 EinfluBR von Celebrex (COX-2-Inhibitor) und Zyflo (5-LOX-
Inhibitor) auf die Lebermetastasierung und die hepatische
Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

2.6.1 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

120 mannliche Syrische Goldhamster (Fa. Harlan—Winkelmann, Deutschland) im Alter
von 8 Wochen wurden in Einzelkafigen unter standardisierten Verhaltnissen gehalten.
Die Lufttemperatur betrug 21+5 °C, weiterhin wurden eine Luftfeuchtigkeit von 70+10%
sowie 12 Luftwechsel / Stunde und ein 12h / 12h Tag / Nachtzyklus gewahrleistet. Alle

Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser und Futter ad libitum.

2.6.2 Ernahrung

Alle Tiere erhielten eine Hochfettdiat (sniff GmbH, Soest, Deutschland), die in den
Vorversuchen zu einer erhdhten Lebermetastasierung geflihrt hatte (263-265). In dieser
Experimentaldiat war der Rohfett-Anteil von urspringlich 3,5% (Standarddiat) auf 21,4%
angehoben worden (2% ALA, 11% LA). Das Experiment wurde nach den UKCCCR
Richtlinien ausgefuhrt (121).

2.6.3 Tumorinduktion

Die Tiere wurden in folgende 4 Kontrollgruppen (Gr.1-4) und 4 Tumorgruppen (Gr. 5-8)

von jeweils 15 Hamstern randomisiert:

Tab. 15: Tumorinduktion und Therapie der Versuchsgruppen 1-8

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8

Tumorinduktion |Nein Nein Nein Nein Ja Ja Ja Ja

Therapie Keine COX-2 5-LOX COX-2 Keine COX-2 5-LOX COX-2
5-LOX 5-LOX
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Wahrend bei den Kontrollgruppen 1-4 eine subkutane Injektion von 0,5ml 0,9% Nacl
uber 16 Wochen erfolgte, erhielten die Gr. 5-8 wochentlich 10mg BOP (Ash Stevens
Chem., USA) /kg Koérpergewicht subkutan im gleichen Zeitraum zur Induktion eines
duktalen Adenokarzinoms des Pankreas. BOP wurde dazu kurz vor der Anwendung in
0,9%iger NaCl-Losung (B.Braun, Deutschland) auf 3mg/ml geldst. Alle Injektionen

wurden unter kurzer Athernarkose (Hoechst, Deutschland) durchgefiihrt.

2.6.4 Therapie

Direkt nach der 16wochigen Tumorinduktionsphase wurde eine 16-wdchige Therapie
durchgefuhrt. Hierbei erhielten die Gr. 2 und 6 taglich 7mg Celebrex (Pfizer, Zurich,
Schweiz) oral, wahrend die Gr. 3 und 7 mit 28mg Zyflo (Abbott, Chicago, USA) oral
behandelt wurden. Die Gr. 4 und 8 erhielten eine Kombinationstherapie aus Celebrex

und Zyflo.

2.6.5 Obduktion

In der 33. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere mittels einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg, Deutschland) getdtet. Nach Tétung der Tiere wurde
eine Obduktion durchgefiihrt. Die Organentnahme erfolgte analog der unter 2.4.5

beschriebenen Methodik.

2.6.6 Histologische Untersuchungen

Die histologische Aufarbeitung erfolgte analog der 2.2.5 beschriebenen Methodik mit
der Unterstutzung von Herrn Prof. Dr. Guski am Institut fur Pathologie der Charité

Campus Mitte.

2.6.7 Biochemische Untersuchungen

Analog zu der unter 2.2.6 beschriebenen Methodik erfolgten die Bestimmung der
TBARS-Konzentration sowie der Aktivitaten der Lipidperoxidations-Schutzenzyme
GSHPX und SOD im Lebergewebe mit der Unterstlitzung von Herrn Prof. Dr. Schimke
(Medizinische Klinik fur Kardiologie) der Charité Campus Mitte.
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2.6.8 Statistik

Die Daten wurden im Falle der Normalverteilung als Mittelwert+Standardabweichungen
angegeben. Kontinuierliche Daten wurden mit Hilfe des Shapiro-Francia-Tests auf
Normalverteilung Uberprtft. Alle Daten waren normalverteilt, dementsprechend wurden
die Daten zwischen den Gruppen mit der Einfaktoriellen Multivarianzanalyse (ANOVA)
verglichen. Post hoc-Tests wurden nach Bonferroni bei gleichen Varianzen oder mit

Hilfe des Dunett’'s T3-Tests bei ungleichen Varianzen durchgeflhrt.

Der Vergleich zwischen extrametastatischen und intrametastatischen Werten jeder
Gruppe wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Tests durchgeflhrt. Kategorielle Daten wurden
mit Hilfe des Fisher's-Exakt-Tests Uberpruft. Das Signifikanzniveau wurde mit 95%

(p<0,05) definiert. Alle Berechnungen fanden mit SPSS 9.2° fiir Windows97° statt.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuch der Induktion eines duktalen Pankreaskarzinoms

311 Tumorinduktionsrate, Letalitat, Korpergewicht

Die Induktionsrate von gut-differenzierten  Primartumoren eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas betrug bei insgesamt 12 Tieren 91% (n=11) (Abb.1). Bei
keinem Tier wurden Lebermetastasen oder cholangiozellulare Karzinome
nachgewiesen. Die Letalitdit wahrend des Versuches lag bei n=1 (Todesursache:

Pankreaskarzinom, lkterus)
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Abb. 1: Entwicklung des mittleren Korpergewichts der Versuchstiere

3.1.2 Histologische Klassifikation

Die Klassifikation erfolgte nach den Kriterien von Meijers et al. (158). Innerhalb aller
untersuchten pankreatischen Raumforderungen konnten invasiv wachsende Anteile
duktaler Adenokarzinome nachgewiesen werden (Abb. 2,Abb. 3). Zusatzlich fanden
sich in nahezu jedem Praparat Vorstufen wie papillare und/oder duktale Hyperplasien,
atypische Hyperplasien und in-situ-Karzinome. Weiterhin konnten haufig eine Begleit-
Desmoplasie sowie eine unterschiedlich stark ausgepragte inflammatorische

Komponente beobachtet werden.

64



Abb. 3: Pankreaskarzinom, HE-Farbung, 40fache VergroéfRerung
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3.2 Versuch der Steigerung der Lebermetastasierung durch eine
Modifikation der enteralen Fettsaurekombination aus o-
Linolensaure und Linolsaure beim duktalen
Pankreaskarzinom

3.21 Organ- und Korpergewicht, Letalitat

Bezuglich des Koarpergewichts und des Organgewichts von Pankreas und Leber
bestand kein Unterschied zwischen den Gruppen 1-4. Ferner unterschieden sich die

einzelnen Gruppen nicht hinsichtlich der Proteinkonzentration.
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Abb. 4: Entwicklung des mittleren Kérpergewichts der Gruppen 1-4

Wahrend der Studie verstarb kein Tier in den Gruppen 1-4.
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3.2.2 Inzidenz von Pankreaskarzinomen

Erwartungsgemall waren weder Pankreaskarzinome noch Lebermetastasen in den
Kontrollgruppen 1 und 3 nachweisbar. Die Inzidenz von Pankreaskarzinomen lag in Gr.
2 bei 93,3% und in Gr. 4 bei 100% (p<0,05, Abb. 5). Bei allen Tumoren handelte es sich

um gut bis maRig differenzierte duktale Adenokarzinome.

3.23 Inzidenz von Lebermetastasen

Die Inzidenz von Lebermetastasen betrug in Gr. 2 35,7% (n=5), wahrend sie in Gr. 4 mit
93,3% (n=14) signifikant erhoht war (p<0,05, Abb. 5). Alle Lebermetastasen wurden als

Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms klassifiziert.
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Abb. 5: Induktionsrate von Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen (%) in Gr. 2
(BOP, SD) und Gr. 4 (BOP, HF) (*p<0,05 vs Gr.2)
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3.24 Klassifikation hepatischer Raumforderungen

Abb. 6: Lebermetastase, HE-Farbung, 10fache VergrofRerung

In allen Fallen konnten in den metastasenverdachtigen Raumforderungen in der Leber
Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms nachgewiesen werden. Andere Neoplasien
wurden nicht gefunden (Abb. 6,Abb. 7).

Abb. 7: Lebermetastase, HE-Farbung, 40fache VergrofRerung
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3.25 Anzahl und GroRe von Lebermetastasen

Die durchschnittliche Anzahl von Lebermetastasen pro Tier war in Gr. 4 gegenuber Gr.
2 erhoht (3,45+0,45 vs 1,75+0,34; p<0,05, Abb. 2). Der Mittelwert des 2-dimensionalen
Durchmessers der Lebermetastasen war in Gr. 4 gegentber Gr. 2 ebenfalls erhoht
(3,11+0,32 vs 1,59+0,25mm?; Abb. 8).

n/Tier gmm

[mm Anzahl B Grone

Gr. 2 Cr. 4

Abb. 8: Anzahl (n/Tier) und GréRe (mm?) von Lebermetastasen in Gr. 2 (BOP, SD)
und Gr. 4 (BOP, HF). (Mittelwert+Standardabweichung, p<0,05 vs Gr.2)

3.2.6 Aktivitat der hepatischen GSHPX

Bezuglich der GSHPX-Aktivitat war kein Unterschied zwischen Gr. 1 und 3 nachweisbar
[(2,05+0,14) x10” vs (1,99+ 0,14)x10” U/mg Protein], wihrend die Aktivitit der GSHPX
in Gr. 2 erniedrigt war [(1,26+0,09)x10” U/mg Protein]. In Gr. 4 zeigte sich die niedrigste
GSHPX-Aktivitat [(1,26+0,09)x10” U/mg Protein; p<0,05, Abb. 9)].

GSHPX-Aktivitat (x10exp7 U/mg Protein)

Abb. 9: Anzahl (n/Tier) und GréRe (mm?) von Lebermetastasen in Gr. 2 (BOP, SD)
und Gr. 4 (BOP, HF). (Mittelwert+Standardabweichung, p<0,05 vs Gr.2)
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3.27 Aktivitat der hepatischen SOD

Im Vergleich zu den Gr. 1 und 3 (733+78 und 748+94 U/mg Protein) war die SOD-

Aktivitdt in Gr. 2 und 4 erhdht (1226+135 und 1367+174 U/mg Protein) (p<0,05;
Abb. 10)
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Abb. 10: Aktivitat der hepatischen SOD (U/mg Protein) in Gr. 1 (SD), Gr. 2 (BOP,SD),

Gr. 3 (HF) und Gr. 4 (BOP,HF) (Mittelwerte+Standardabweichung, *p<0,05 vs Gr.
1+3;)

3.2.8 Konzentration der hepatischen TBARS

Die Lipidperoxidation (TBARS) der Gr. 2 (10,68+1,02nmol/mg Protein) und Gr. 4
(28,37+1,96nmol/mg Protein) waren im Vergleich zu Gr. 1 (7,15+0,92nmol/mg Protein)
und Gr. 3 (8,11 0,79nmol/mg Protein) erhoht. In Gr. 4 war die Lipidperoxidation hoher
als in Gr. 2 (p<0,05; Abb. 11).

TBARS (nmol/mg Protein)

Gr. 1 Gr. 2 Gr. 3 Gr. 4

Abb. 11: Aktivitat der hepatischen SOD (U/mg Protein) in Gr. 1 (SD), Gr. 2 (BOP,SD),

Gr. 3 (HF) und Gr. 4 (BOP,HF) (Mittelwerte+Standardabweichung, *p<0,05 vs Gr.
1+3;)
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3.3 EinfluB von Octreotid und Tamoxifen auf das
Tumorwachstum und die Lebermetastasierung beim duktalen
Pankreaskarzinom

Bei der Evaluierung des Einflusses der Einzeltherapie im Vergleich zur
Kombinationstherapie mit Octreotid und Tamoxifen auf das Tumorwachstum beim
duktalen Pankreaskarzinom an einem standardisierten Tumormodell zeigten sich
sowohl unter der Einzeltherapie mit Octreotid als auch unter der kombinierten
Behandlung eine Verminderung des Wachstums der Primartumore und der

Lebermetastasen.

3.3.1 Organ- und Korpergewicht, Letalitat

Bezuglich der Organgewichte von Pankreas und Leber sowie des Kdrpergewichtes
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 4 Versuchsgruppen. (Abb.

12)wahrend der Studie verstarb kein Tier.
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Abb. 12: Verlauf des mittleren Kérpergewichts der Versuchsgruppen 1-4
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3.3.2 Inzidenz und Anzahl von Pankreaskarzinomen

Die Versuchsgruppen 1-4 unterschieden sich nicht hinsichtlich der Inzidenz histologisch
nachgewiesener duktaler Adenokarzinome des Pankreas (Gr. 1: 100%, Gr. 2: 93,3%,
Gr. 3: 100%, Gr. 4: 100%). Makroskopisch sichtbare Pankreastumore wurden in Gr. 1 in
60% und Gr. 3 in 53,3% der Falle nachgewiesen (p>0,05). Die Inzidenz
makroskopischer Tumore war in Gr. 2 (26,7%) und Gr. 4 (33,3%) erniedrigt (p<0,05 vs
Gr. 1 und 3, Abb. 13).

Inzidenz makroskopischer Pankreastumore [%]

Kontrolle Tamoxifen Octreotid Kombination

Abb. 13: Inzidenz makroskopischer Pankreastumore [%]; (*p<0,05 vs Kontroll- und
Tamoxifengruppe)
Alle Tumoren wurden als mittelgradig differenzierte duktale Adenokarzinome
klassifiziert. Die Anzahl makroskopischer Pankreaskarzinome pro Tier unterschied sich
nicht zwischen den 4 Versuchsgruppen (Gr. 1: 1,22+0,44; Gr. 2: 1,0+0; Gr. 3:
1,25+0,46; Gr. 4: 1,2+0,45).
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3.3.3 Inzidenz, Anzahl und GroRe von Lebermetastasen

Die 4 Versuchsgruppen unterschieden sich nicht bezlglich der

Inzidenz der

Lebermetastasen (Gr. 1: 93,3%; Gr. 2: 71,4%; Gr. 3: 80%; Gr. 4: 73,3%). Allerdings war
die durchschnittliche Anzahl von Lebermetastasen pro Tier in der Octreotid-Gruppe (Gr.

2: 1,91+0,26) und in der Gruppe der Kombinationstherapie (Octreotid / Tamoxifen) (Gr.

4: 1,33+0,52) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gr. 1: 3,45+0,45) und zur Tamoxifen-
Gruppe (Gr. 3: 3,23+0,39) erniedrigt (p<0,05, Abb. 14). Dartiberhinaus war die GroRRe
der Lebermetastasen in der Octreotid- und in der Octreotid-Tamoxifen-Gruppe (Gr. 2:

1,61+0,29 und Gr. 4:

1,8510,37mm2) im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur

Tamoxifen-Gruppe reduziert (Gr. 1: 3,11+0,32 und Gr. 3: 2,96+0,45mm?) (p<0,05, Abb.

14).

Anzahl [n/Tier] und Gré3e [mm?] von Lebermetastasen

O Anzahl @ GrolRe

Kontrolle

Tamoxifen

Octreotid Kombination

Abb. 14: Anzahl [n/Tier] und Grél3e [mm?] von Lebermetastasen (Mittelwert +
Standardabweichung; *p<0,05 vs Anzahl in Kontroll- und Tamoxifengruppe /

#p<0,05 vs Grolke in Kontroll- und Tamoxifengruppe)
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3.34 Ostrogen- und Somatostatinrezeptoren

Bei allen Tieren der Versuchsgruppen 1-4 wurden Ostrogenrezeptoren in den
Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen nachgewiesen. Bei 3 Tieren der Octreotid-
Gruppe wurde eine Octreotid-Autoradiographie durchgefuhrt. Hierbei wurden bei allen
Tieren Somatostatin-Rezeptoren in den Lebermetastasen nachgewiesen. (Prof. J.C.

Reubi, Universitat zu Bern, Inselspital).

3.4 EinfluB von Octreotid auf die Lebermetastasierung und die
hepatische Lipidperoxidation beim duktalen
Pankreaskarzinom

Bei der Untersuchung des Wirkungsmechanismus von Octreotid zeigte sich in der
vorliegenden tierexperimentellen Studie unter der Behandlung mit Octreotid histologisch
ein vermindertes Wachstum der Lebermetastasen bei einer gleichzeitigen biochemisch
nachgewiesenen Verminderung des Lipidperoxidationsstoffwechsels im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

3.41 Letalitat, Korpergewicht

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums lag die Letalitat in allen Gruppen bei 0%.
Hinsichtlich der Entwicklung des mittleren Koérpergewichts bestand kein Unterschied
zwischen den Gruppen 1-6 (Abb. 15).

160 -
140
120 A —&— Gr. 1
§ 80 Gr.3
2 —%—Gr. 4
<]
o 60 —%—Gr.5
40 —0—Gr. 6
20
0 e e e I B m s e e e B B m e e p e
S o . . . . . . . . . . .
&(\ § éo éo éo éo éo éo éo éo éo @O @O
@Q Vv O [} @ \Q‘ '{v \V‘ \ro. '8). ‘19. ‘{}. ‘Lb‘.

Abb. 15: Entwicklung des mittleren Kérpergewichts der Gr. 1-6
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3.4.2 Makroskopie / Auflichtmikroskopie von Pankreas und Leber

3.4.2.1 Makroskopie / Auflichtmikroskopie des Pankreas

Wahrend der Obduktion konnten in Gr. 1 und 4 erwartungsgemald keine
Raumforderungen im Pankreas festgestellt werden. Die Haufigkeit pankreatischer
Raumforderungen in den Gr. 2, 3, 5 und 6 ist in Tab.16 dargestellt.

Tab. 16: Inzidenz pankreatischer Raumforderungen
Versuchsqgruppe Inzidenz pankreatischer Raumforderungen

2 [Stand.diat, BOP, @Octreotid] 93,3% (n=14)
3 [Stand.diat, BOP, Octreotid] 100% (n=15)
5 [Hochfettdiat, BOP, @Octreotid] 100% (n=15)

6 [Hochfettdiat, BOP, Octreotid] 93,3% (n=14)

Alle Raumforderungen befanden sich im splenischen oder gastrischen Pankreasanteil
und infiltrierten zum Teil ihre Umgebung. Zwischen den Gruppen 2, 3, 5 und 6

bestanden hinsichtlich der Haufigkeit pankreatischer Raumforderungen keine
Unterschiede (p>0,05).
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3.4.2.2 Makroskopie / Auflichtmikroskopie der Leber

3.4.2.2.1 Inzidenz / Anzahl von Metastasen

Die bei der Untersuchung der lamellierten Lebern festgestellte Inzidenz von Metastasen
bei den Tieren der Gr. 2, 3, 5 und 6 ist in Tab.17 dargestellt.

Tab. 17: Inzidenz pankreatischer Raumforderungen

Versuchsgruppe Inzidenz von Lebermetastasen
2 [Stand.diat, BOP, @Octreotid] 35,7% (n=5)
3 [Stand.diat, BOP, Octreotid] 26,7% (n=4)

5 [Hochfettdiat, BOP, @Octreotid] 93,3% (n=14)

6 [Hochfettdiat, BOP, Octreotid] 71,4% (n=10)

Weder zwischen Gr. 2 und 3 noch zwischen Gr. 5 und 6 bestanden Unterschiede
(p<0,05). Jedoch bestanden zwischen Gr. 2 und 5 bzw. 3 und 6 als auch Gr. 3 und 5
signifikante Unterschiede. Die Anzahl der Lebermetastasen bei den Tieren der Gr. 2, 3,
5 und 6 ist in Tab.17 dargestellt.

Tab. 18: Anzahl von Lebermetastasen (Mittelwerte + Standardabweichungen)

Versuchsgruppe Anzahl von Lebermetastasen [n/Tier]

2 [Stand.diat, BOP, @Octreotid] 1,75+0,34
3 [Stand.diat, BOP, Octreotid] 1,00+0,0
5 [Hochfettdiat, BOP, @Octreotid] 3,45+0,45

6 [Hochfettdiat, BOP, Octreotid] 1,91+0,26

Der Unterschied zwischen Gr. 2 und 6 war nicht signifikant, als signifikant erwiesen sich
hingegen die Unterschiede zwischen Gr. 2 und 3 sowie 5 und 6 (p<0,05). Auch

zwischen Gr. 2 und 5 sowie 3 und 6 bestanden signifikante Unterschiede (p<0,05).
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3.4.2.2.2 GroRe von Metastasen

Die durchschnittliche GroRe der Lebermetastasen bei den Tieren der Gr. 2, 3, 5 und 6

ist in Tab.19 dargestellt.

Tab. 19: Anzahl von Lebermetastasen (Mittelwerte + Standardabweichungen)

Versuchsqruppe GroRe der Lebermetastasen [mm?]

2 [Stand.diat, BOP, @JOctreotid]  1,59+0,25
3 [Stand.diat, BOP, Octreotid] 0,84+0,15
5 [Hochfettdiat, BOP, @Octreotid] 3,11+0,32

6 [Hochfettdiat, BOP, Octreotid]  1,91+0,29

Gr. 2 und 6 unterschieden sich nicht hinsichtlich der Grofle von Lebermetastasen
voneinander (p>0,05). Wahrend die Hochfetternahrung zu signifikant grélieren
Lebermetastasen fuhrte (Gr.5 vs Gr.2, p<0,05), kam es durch die Octreotidtherapie bei
beiden Ernahrungsformen zu einer Verkleinerung der Lebermetastasen (Gr.3 vs Gr.2
und Gr.6 vs Gr.5, p<0,05).

343 Histologische Ergebnisse

3.4.31 Pankreatische Raumforderungen

Die Klassifikation erfolgte nach den Kriterien von Meijers et al (193). Innerhalb aller
untersuchten Raumforderungen beobachteten wir invasiv wachsende Anteile duktaler
Adenokarzinome. Daruberhinaus konnten wir in nahezu jedem Praparat Vorstufen wie
papillare und/oder duktale Hyperplasien, atypische Hyperplasien und in-situ-Karzinome
nachweisen. Weiterhin konnten haufig eine Begleit-Desmoplasie sowie eine

unterschiedlich stark ausgepragte inflammatorische Komponente beobachtet werden.

3.4.3.2 Hepatische Raumforderungen

In allen Fallen konnten in den metastasenverdachtigen Raumforderungen der Leber
Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms nachgewiesen werden. Andere Neoplasien

wurden nicht gefunden.
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344 Biochemische Ergebnisse

3.4.41 EiweiRgehalt

Der in den metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) gemessene Proteingehalt ist in Tab.
20 dargestellt. Zwischen den Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede
(p>0,05). Der in den Lebermetastasen gemessene Proteingehalt ist ebenfalls in Tab. 19
dargestellt. Auch hier fanden sich zwischen den betreffenden Gruppen keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,05). Auch beim Vergleich des intrametastastischen mit
dem Proteingehalt in MFLA innerhalb der betreffenden Gruppen wurden keine

signifikanten Unterschiede festgestellt (p>0,05).

Tab. 20: Proteingehalt in metastasenfreien Leberanteilen und in Lebermetastasen
(Mittelwerte+Standardabweichungen)

Gruppe Therapie Proteingehalt in Proteingehalt in
metastasenfreien Lebermetastase

Leberanteilen [mg/ml] n [mg/ml]

1 Standarddiat, “BOP, 4,82+0,33
@Octreotid
2 Standarddiat, BOP, 4,96+0,42 4,92+0,29
@Octreotid
3 Standarddiat, BOP, Octreotid 4,84+0,39 4,94+0,16
4 Hochfettdiat, BOP, 4,85+0,30
Octreotid
5 Hochfettdiat, BOP, @Octreotid 4,88+0,29 4,84+0,42
6 Hochfettdiat, BOP, Octreotid  4,79+0,30 4,74+0,55
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3.4.4.2 GSHPX — Aktivitat

Die GSHPX-Aktivitat in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) ist in Abb.16
dargestellt.

GSHPX Aktivitat [x10exp7 U/mg Prot]

2,5

1.5

0,5 |

1 (SF) 2 (SF/BOP) 3 (SF,BOP,Oct) 4 (HF) 5 (HF,BOP) 6 (HF,BOP,Oct)

Abb. 16: GSHPX-Aktivitat in MFLA [*10” U/mg EiweiR]
(Mittelwerte+Standardabweichungen, *p<0,05)
Die GSHPX-Aktivitat in MFLA wurde durch BOP sowohl bei Standard- (Gr. 2:
[1,76+0,12]*10" vs Gr. 1: [2,05+0,14]*10" U/mg EiweiR, p<0,05) wie auch bei
Hochfetternahrung (Gr. 5: [1,26+0,09]*10" vs Gr. 4: [1,99+0,14]*10" U/mg EiweiB,
p<0,05) signifikant erniedrigt.

Im Gegensatz hierzu wurde sie durch eine Octreotidtherapie signifikant gesteigert (Gr.
3: [2,46+0,2]*10" vs Gr. 1: [2,05+0,14]*10", p<0,05 und Gr. 6: [2,87+0,17]*10” vs Gr. 4:
[1,99+0,14]*10” U/mg EiweiR, p<0,05). Sowohl die Erniedrigung durch BOP wie auch
die Erhdhung durch Octreotid fielen bei gleichzeitiger Hochfetternahrung signifikant
starker als bei Standardernahrung (Gr. 5: [1,26+0,09]*10" vs Gr. 2: [1,76+0,12]*10,
p<0,05 und Gr. 6: [2,87+0,17]*10" vs Gr. 3: [2,46+0,2]*10" U/mg EiweiR, p<0,05).

79



GSHPX Aktivitat [x10exp7 U/mg Prot]

2,5

1,5

0,5

1 (SF) 2 (SF/BOP) 3 (SF,BOP,Oct) 4 (HF) 5 (HF,BOP) 6 (HF,BOP,Oct)

Abb. 17: GSHPX-Aktivitat in Lebermetastasen [*107 U/mg Eiweil3],
(Mittelwerte+Standardabweichungen, *p<0,05)

Bei einer Hochfetternahrung war die GSHPX-Aktivitadt in Lebermetastasen signifikant
geringer als bei einer Standardernahrung (Gr. 5: [0,73+0,07]*10" vs Gr. 2:
[1,28+0,11]*10” U/mg EiweiR, p<0,05). Sowohl bei Standard- (Gr. 3: [1,83+0,12]*10" vs
Gr. 2: [1,28+0,11]*10” U/mg EiweiR, p<0,05) als auch bei Hochfetternahrung (Gr. 6:
[2,03+0,15]*10” vs Gr. 5: [0,73+0,07]*10" U/mg EiweiR, p<0,05) wurde die GSHPX-
Aktivitat in Lebermetastasen durch eine Octreotidtherapie jedoch signifikant gesteigert,
wobei sie unter einer Hochfetternahrung nochmals signifikant groRer als unter einer
Standardernahrung war (Gr. 6: [2,03+0,15]*10” vs Gr. 3: [1,83+0,12]*10” U/mg EiweiR,
p<0,05) (Abb. 17).

Der innerhalb der Versuchsgruppen durchgefuhrte Vergleich der GSHPX-Aktivitat in
MFLA und Lebermetastasen zeigte, dald die GSHPX-Aktivitat in den Lebermetastasen
jeweils signifikant niedriger war als in den MFLA (Gr. 2: [1,28+0,11]*10" vs
[1,76+0,12]*10"; Gr. 3: [1,83+0,12]*10" vs [2,46+0,2]*10"; Gr. 5: [0,73+0,07]*10" vs
[1,26+0,09]*107; Gr. 6: [2,03+0,15]*10" vs [2,87+0,17]*10" U/mg EiweiR, jeweils
p<0,05).
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3.44.3 SOD - Aktivitat

SOD-Aktivitat [ U/mg Prot]
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Abb. 18: SOD-Aktivitat in MFLA [U/mg Eiweil3], (Mittelwerte+Standardabweichungen,
*p<0,05)

Sowohl unter einer Ernahrung mit Standardfutter (Gr. 2: 1226+135 vs Gr. 1: 733+78
U/mg Eiweil3, p<0,05) als auch unter einer Hochfetternahrung (Gr. 5: 13674174 vs Gr.
4: 748+94 U/mg Eiweil3, p<0,05) fihrte BOP zu einer signifikanten Steigerung der SOD-
Aktivitat in MFLA, wobei diesbezuglich zwischen den beiden Ernahrungsformen keine

signifikanten Unterschiede beobachtet wurden (Abb. 18).

Octreotid fuhrte zu einer weiteren, signifikanten Steigerung der SOD-Aktivitat in MFLA
(Gr. 3: 1873+215 vs Gr. 2: 1226+135, p<0,05 und Gr. 6: 2252+208 vs Gr. 5: 1367+174
U/mg Eiweil3, p<0,05). Bei gleichzeitiger Hochfetternahrung lag die SOD-Aktivitat in
MFLA nochmals signifikant Gber dem Wert bei Standardernahrung (Gr. 6: 2252+208 vs
Gr. 3: 1873+215 U/mg Eiweil3, p<0,05).

Die Octreotidtherapie fuhrte sowohl bei Standard- (Gr. 3: 1897+187 vs Gr. 2: 907+97
U/mg Eiweil, p<0,05) wie auch bei Hochfetternahrung (Gr. 6: 2230+199 vs Gr. 5:
843+101 U/mg Eiweild, p<0,05) zu einer signifikanten Steigerung der SOD-Aktivitat in
Lebermetastasen, wobei diese Steigerung bei einer gleichzeitigen Hochfettdiat
nochmals signifikant starker ausfiel (Gr. 6: 2230+199 vs Gr. 3: 1897+187 U/mg Eiweil},
p<0,05) (Abb. 19).
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Wahrend ohne Octreotidtherapie die SOD-Aktivitat in den Lebermetastasen signifikant
niedriger als in MFLA war (Gr. 2: 907+97 vs 1226+135, p<0,05 und Gr. 5: 843+101 vs
1367+174 U/mg Eiweil3, p<0,05), konnten bei Octreotidtherapie keine signifikanten
Unterschiede zwischen der SOD-Aktivitat in MFLA und der SOD-Aktivitat in
Lebermetastasen innerhalb der betreffenden Gruppen festgestellt werden (Gr. 3:
1897+187 vs 1873+215; Gr. 6: 2230+199 vs 2252+208 U/mg Eiweil).

SOD-Aktivitat [ U/mg Prot]
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Abb. 19: SOD-Aktivitat in Lebermetastasen [U/mg Eiweil3],
(Mittelwerte+Standardabweichungen, *p<0,05)

3.444 Konzentration von TBARS

Die Konzentration von Lipidperoxidationsprodukten (Thiobarbitursdure-reaktive
Substanzen, TBARS) in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) ist in Abb.20
dargestellt. Sowohl bei Standard- (Gr. 2: 10,68+1,02 vs Gr. 1: 7,15+0,92 nmol/mg
Eiweil}, p<0,05) als auch bei Hochfetternahrung (Gr. 5: 28,37+1,96 vs Gr. 4: 8,11+0,79
nmol/mg Eiweil}, p<0,05) fihrte BOP zu einer signifikanten Steigerung der TBARS-
Konzentration in MFLA. Die signifikant hdchste TBARS-Konzentration in MFLA wurde
bei gleichzeitiger Hochfetterndhrung gefunden (Gr. 5: 28,37+1,96 nmol/mg Eiweil3,
p<0,05 vs alle Gruppen). Bei Standardernahrung flihrte Octreotid demgegentber zu
einer signifikanten Reduktion der TBARS-Konzentration in MFLA (Gr. 3: 7,44+0,85 vs
Gr. 2: 10,68+1,02 nmol/mg Eiweil}, p<0,05), so dal® kein signifikanter Unterschied zu
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nicht mit BOP behandelten Tieren der Gr. 1 (7,15+0,92 nmol/mg Eiweil3) bestand. Auch
bei Hochfetterndhrung erniedrigte Octreotid die TBARS-Konzentration in MFLA
signifikant (Gr. 6: 16,53+1,43 vs Gr. 5: 28,37+1,96 nmol/mg Eiweil3, p<0,05), allerdings
war diese immer noch signifikant hoher als bei den mit Standardfutter ernahrten
Gruppen 1-3 (Gr. 1: 7,15+0,92; Gr. 2: 10,68+1,02; Gr. 3: 7,44+0,85 nmol/mg Eiweil},
jeweils p<0,05 vs Gr. 6) und der nicht mit BOP behandelten Hochfettgruppe 4
(8,11+0,79 nmol/mg Eiweil3, p<0,05 vs Gr. 6).

TBARS-Konzentration [ nmol/mg Prot]
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Abb. 20: TBARS-Konzentration in MFLA [nmol/mg Eiweil3],
(Mittelwerte+Standardabweichungen, *p<0,05)

Innerhalb der Lebermetastasen kam es unter der Octreotidtherapie sowohl bei
Standard- (Gr. 3: 21,01+1,74 vs Gr. 2: 11,38+1,04 nmol/mg Eiweil3, p<0,05) wie auch
bei Hochfetternahrung (Gr. 6: 36,4+2,1 vs Gr. 5: 9,54+0,83 nmol/mg Eiweil3, p<0,05) zu
einer signifikanten Steigerung der TBARS-Konzentration. Die signifikant hochste
TBARS-Konzentration in Lebermetastasen wurde bei gleichzeitiger Hochfetternahrung

festgestellt (Gr.6: 36,4+2,1 nmol/mg Eiweil3, p<0,05 vs alle Gruppen).

Bei Standardernahrung unterschieden sich ohne Octreotidtherapie die TBARS-
Konzentrationen in MFLA und Lebermetastasen nicht signifikant voneinander (Gr. 2:
10,68+1,02 vs 11,38+1,04 nmol/mg EiweiR). Durch Octreotid war die TBARS-

Konzentration in Lebermetastasen signifikant hoher als in MFLA (Gr. 3: 21,01+1,74 vs

83



7,44+0,85 nmol/mg Eiweil3, p<0,05) (Abb.21). Demgegentber war bei gleichzeitiger
Hochfetternahrung die TBARS-Konzentration ohne Octreotidtherapie in den
Lebermetastasen signifikant geringer als in MFLA (Gr. 5: 9,54+0,83 vs 28,37+1,96
nmol/mg Eiweil3, p<0,05). Durch Octreotid wurde sie hingegen signifikant Gber den Wert
in MFLA gesteigert (Gr. 6: 36,4+2,1 vs 16,53+1,43 nmol/mg Eiweil3, p<0,05).
35
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Abb. 21: TBARS-Konzentration in Lebermetastasen [nmol/mg Eiweil3],
(Mittelwerte+Standardabweichungen, *p<0,05)

84



3.5

3.5.1

EinfluR der antioxidativen Vitamine A, C und E auf die

Lebermetastasierung und die Lipidperoxidation in
Lebermetastasen und metastasenfreien Leberanteilen beim
duktalen Pankreaskarzinom

Letalitat, Kérper-, Pankreas- und Lebergewichte

In Gr. 1, 2, 4 und 5 betrug die Letalitdt der Hamster wahrend des Versuchszeitraumes
0%. In Gr. 3, 6 und 7 verstarb je 1 Tier, so dal} die Letalitat bei 6,7% lag. Nach Vitamin

E-Therapie der tumorinduzierten Tiere der Gr. 8 verstarben 3 Tiere. Im Vergleich zu den

anderen Gruppen konnte hierbei eine signifikante Erhdhung der Letalitat auf 20%
festgestellt werden (p<0,05) (Tab. 21).

Tab. 21: Letalitat in den einzelnen Versuchsgruppen

Gruppe Letalitat (n) |Todesursache

3 1 8. Woche, Ursache unklar

6 1 19. Woche, Pankreaskarzinom, lkterus

. ] 22. Woche, Pankreaskarzinom, Lebermetastasen,
Kachexie

8 3 17., 20. und 22. Woche, jeweils Pankreaskarzinom

In Bezug auf Korper-, Pankreas- und Lebergewicht konnten zwischen den Tieren der

verschiedenen Kontroll- bzw. Therapiegruppen 1 bis 8 keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden. (Abb. 22)
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Abb. 22: Entwicklung des mittleren Korpergewichts der Versuchsgruppen 1-8
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3.5.2 Inzidenz von Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen

Inzidenz [%]
|E PaCA O LeMe
100 f - - oo
80 BN 5 [ * ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
*
60 1 | [
* *
40 -+ - b
20 -4 P -
0
5 (BOP) 6 (BOP, VitA)  7(BOP,VitC)  8(BOP, VitE)

Abb. 23: Inzidenz von Pankreaskarzinomen (PaCa) und Lebermetastasen (LeMe)
(*p<0,05)
In den nicht induzierten Gruppen 1 bis 4 entwickelten sich wie erwartet keine
Pankreaskarzinome. Demgegenuber wurde bei allen Tieren der BOP-behandelten
Gruppe 5 das Auftreten eines Pankreaskarzinoms beobachtet. Die Inzidenz betrug
100% (n=15/15, Abb. 23). Desweiteren erkrankten 9 von 12 Tieren der BOP-induzierten
Gruppe 8 nach Vitamin E an einem Karzinom des Pankreas. Die Inzidenz lag hier bei

75% und unterschied sich nicht signifikant von der BOP-induzierten Kontrollgruppe 5.

Im Gegensatz dazu unterschied sich die Karzinominzidenz der Gruppen 6 (BOP,
Vitamin A) bzw. 7 (BOP, Vitamin C) signifikant von der BOP-induzierten Kontrollgruppe
(p<0,05). In Gruppe 6 (BOP, Vitamin A) lag die Inzidenz bei 64,3% (n=9/14). In Gruppe
7 (BOP, Vitamin C) betrug die Inzidenz des Pankreaskarzinoms 71,4% (n=10/14).

Bei allen tumorverdachtigen Pankreasanteilen konnte histologisch der Nachweis eines
invasiv wachsenden, maRig bis wenig differenzierten, duktalen Adenokarzinoms des

Pankreas erbracht werden.

Lebermetastasen eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas fanden sich in der
BOP-behandelten Gruppe 5 bei 86,7% der Tiere. In der Vitamin C-therapierten Gruppe
7 fand sich eine Inzidenz von 50% (n=>5), die sich jedoch nicht signifikant von der BOP-

induzierten Kontrollgruppe 5 unterschied. Dagegen wurde in der Vitamin A-therapierten
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Gruppe 6 bzw. Vitamin E-therapierten Gruppe 8 jeweils mit 44,4% eine signifikante
Erniedrigung der Inzidenz von Lebermetastasen im Vergleich zur BOP-behandelten

Gruppe 5 festgestellt (p<0,05).

3.5.3 Histologische Untersuchung der Leberlasionen

Alle tumorverdachtigen Leberanteile wurden histologisch als Metastasen eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas klassifiziert. Innerhalb der vorhandenen Leberlasionen
zeigten sich lockere Verbande von undifferenzierten Tumorzellen. Lichtmikroskopisch
fielen Kernpolymorphien mit starker Verschiebung der Kern-Plasma-Relation und die
grolien Nukleolen auf. Das haufige Vorkommen von zentralen nekrotischen Anteilen
und zum Teil lymphoplasmatischer zellularer Infiltrationen perimetastatisch sprach fur

das Vorliegen von Lebermetastasen eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas.

Es wurden keine primaren Neoplasien des Lebergewebes beobachtet.

3.54 Anzahl und GroRe der Lebermetastasen

Anzahl der Lebermetastasen (n)

5 (BOP) 6 (BOP, Vit A) 7 (BOP, Vit C) 8 (BOP, Vit E)

Abb. 24: Anzahl der Lebermetastasen pro Tier [MittelwerttStandardabweichung,
*p<0,05)]
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GroRe der Lebermetastasen (gqmm)
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Abb. 25: GroRRe der Lebermetastasen [MittelwerttStandardabweichung, *p<0,05)]

Die Tiere der BOP-induzierten Kontrollgruppe 5 wiesen 3,77+1,3 Lebermetastasen pro
Tier auf (Abb.19). Demgegenuber wurde bei den Tieren der Vitamin C-therapierten
Gruppe 7 3,2+0,45 und der Vitamin E-therapierten Gruppe 8 3,5+0,58 Lebermetastasen

pro Tier verzeichnet.

Im Gegensatz zu diesen 3 Gruppen wurde in Gruppe 6 unter Vitamin A-Therapie eine
signifikante Erniedrigung der Lebermetastasen pro Tier auf 1,5+0,58 beobachtet

(p<0,05).

Die grofdte 2-dimensionale Ausdehnung der Lebermetastasen in der BOP-induzierten
Kontroligruppe 5 betrug 3,88+1,39 mm? (Abb.25). Beziiglich der GroRe der
Lebermetastasen in der Vitamin C-therapierten Gruppe 7 (3,22+0,68 mmz) bzw. in der
Vitamin E-therapierten Gruppe 8 (3,25+0,55 mm?) lieRen sich hierbei keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Verglichen mit diesen beiden Therapiegruppen fuhrte die
Vitamin A-Therapie in Gruppe 6 zu einer signifikanten Verkleinerung der

Lebermetastasen auf 1,06+0,29 mm? (p<0,05)
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3.5.5 Biochemischen Untersuchungen

3.5.5.1 Extra- und intrametastatischer Proteingehalt

Tab. 22: Proteinkonzentrationen in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) und
Lebermetastasen (LeMe)

Gr.1 Gr.2 Gr.3 Gr.4 Gr.5 Gr.6 |Gr.7 Gr.8
(zBOP, |(2BOp,|(¥BOP, |(@BOP, [(BOP, |(BOP, |(BOP, |(BOP,
Qvit) Vit A) |VitC) Vit E) Dvit) Vit A) |VitC) |VitE)

Prot.gehalt [4,99 5,13 5,08 4,99 4,80 511 5,03 4,93
in MFLA + 0,21 +0,22 [+0,20 +0,25 +0,48 [+£0,28 |£0,26 |+£0,23
[mg/ml]

Prot.gehalt 4,84 520 |[5,38 4,91
in LeMe +0,42 |+0,33|+0,25 |+£0,06
[mg/ml]

Hinsichtlich der gemessenen Proteinkonzentrationen konnten zwischen den einzelnen
Gruppen 1 bis 8 keine signifikanten Unterschiede verzeichnet werden. Gleichermalen
traten im Vergleich der Proteinkonzentrationen zwischen metastasenfreiem
Lebergewebe und Lebermetastasen der Versuchsgruppen 5 bis 8 keine signifikanten

Unterschiede auf.
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3.5.5.2 SOD-Aktivitat

0 SOD-Aktivitat (U/mg Prot) (in Tausend)

*l— |EMFLA DlLeMe

1 2 3 4 5 6 7 8

Versuchsgruppen

Abb. 26: SOD-Aktivitat in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) sowie
Lebermetastasen (LeMe) [Mittelwert=Standardabweichung, *p<0,05]

3.5.5.2.1 Extrametastatische Aktivitat

In der nicht induzierten, nicht therapierten Versuchsgruppe 1 betrug die SOD-Aktivitat
874,44141,73 U/mg Protein (Prot.). Im Vergleich dazu war in den Vitamin-
supplementierten Kontrollgruppen 2, 3 und 4 ein signifikanter Anstieg der SOD-Aktivitat
zu verzeichnen (p<0,05, Abb.26). Die Messwerte lagen in der Vitamin A-Kontrollgruppe
2 bei 1283+372,79 U/mg Prot., in der Vitamin C-Kontrollgruppe 3 bei 1619,12+254,48
U/mg Prot. und in der Vitamin E-Kontrollgruppe 4 bei 1724,37+323,46 U/mg Prot.
(p<0,05).

.Nach BOP-Induktion der Versuchsgruppe 5 wurde dagegen ein signifikanter Anstieg
der Aktivitat der SOD im Vergleich zur nicht induzierten, nicht therapierten Gruppe 1 auf
1388,47+165,61 U/mg Prot. gemessen (p<0,05).

Nach Vitamin E-Therapie der BOP-induzierten Tiere der Gruppe 8 betrug die SOD-
Aktivitat 1433,18+477,54 U/mg Prot.. Im Gegensatz dazu stieg die SOD-Aktivitat nach
Vitamin C-Therapie der BOP-induzierten Tiere der Gruppe 7 auf 2006,06+435,14 U/mg

Prot. an, welche sich verglichen mit der BOP-induzierten Kontrollgruppe 5 signifikant
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unterschied (p<0,05). Die signifikant hdchste SOD-Aktivitat im extrametastatischen
Lebergewebe wurde jedoch nach Vitamin A-Therapie der BOP-induzierten Tiere aus
Gruppe 6 gemessen (8776,98+911 U/mg Prot., p<0,05).

3.5.5.2.2 Intrametastatische Aktivitat

In Lebermetastasen BOP-induzierter Tiere der Gruppe 5 wurde eine SOD-Aktivitat von
859,38+147,2 U/mg Prot. gemessen.

Im Vergleich dazu wurde ein signifikanter Aktivitatsanstieg der SOD auf 1481,9+216,06
U/mg Prot. bzw.1292,14+376,07 U/mg Prot. nach Vitamin C-Therapie der Gruppen 7
bzw. Vitamin E-Therapie der Gruppe 8 festgestellt. Die signifikant hochsten
intrametastatischen Messwerte von 6113,53+624,33 U/mg Prot fanden sich nach

Vitamin A-Therapie der BOP-induzierten Tiere der Gruppe 6 (p<0,05).

3.5.5.2.3 Vergleich extra- und intrametastatische Aktivitat

Beim Vergleich der gemessenen SOD-Aktivitdten zwischen metastasenfreier Leber und
den Lebermetastasen der Vitamin C-therapierten Gruppe 7 und der Vitamin E-

therapierten Gruppe 8 waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar.

Im Vergleich zu den Lebermetastasen wurden signifikant hohere SOD-Aktivitaten im
extrametastatischen Lebergewebe der BOP-induzierten Kontrollgruppe 5 sowie der

Vitamin A-Therapiegruppe 6 verzeichnet (p<0,05).

3.5.5.3 GSHPX-Aktivitat

3.5.5.3.1 Extrametastatische GSHPX-Aktivitat

In der nicht induzierten, nicht therapierten Kontrollgruppe 1 wurde eine GSHPX-Aktivitat
von (1,91+0,34)x10” U/mg Prot. gemessen (Abb.27). Nach Verabreichung von Vitamin
C [Gr. 3: (2,24+0,23)x10” U/mg Prot.], Vitamin A [Gr.2: (2,27+0,3)x10” U/mg Prot.] und
Vitamin E [Gr. 4: (2,34+0,24)x10" U/mg Prot.] zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede bezuglich der Kontrollgruppe 1.

Die signifikant niedrigste GSHPX-Aktivitit aller Gruppen von (1,48+0,44)x10” U/mg
Prot. wurde nach BOP-Induktion in Kontrollgruppe 5 festgestellt (p<0,05).

Eine Therapie der BOP-induzierten Tiere mit Vitamin C (Gruppe 7) bzw. Vitamin E
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(Gruppe 8) hatte keinen signifikanten Einflul auf die GSHPX-Aktivitat. Fir Gruppe 7
wurden Werte von (2,2540,53)x10” U/mg Prot. und fiir Gruppe 8 von (2,16+0,52x10’

U/mg Prot. gemessen.

Im Gegensatz dazu liel3 sich unter Vitamin A-Therapie der BOP-induzierten Tiere
(Gruppe 6) ein signifikanter Aktivitatsanstieg der GSHPX auf (3,12+0,36)x10” U/mg

Prot. verzeichnen (p<0,05).

3.5.5.3.2 Intrametastatische Aktivitat

Im metastatischen Lebergewebe BOP-induzierten Tiere der Kontrollgruppe 5 wurde
eine GSHPX-Aktivitit von (0,74+0,16)x10” U/mg Prot. verzeichnet. Im Vergleich dazu
stieg die Aktivitat unter Vitamin C-Therapie der Gruppe 7 bzw. Vitamin E-Therapie der
Gruppe 8 auf (1,240,39)x10” mg Prot. bzw. (2,01+0,42)x10” U/mg Prot.. Die signifikant
hochsten Messwerte in den Lebermetastasen erhielt man unter Vitamin A-Therapie der
Gruppe 6. Mit einer GSHPX-Aktivitat von (2,51+0,34)x10” U/mg Prot. unterschied sie

sich signifikant von den anderen Gruppen (p<0,05).

3.5.5.3.3 Vergleich der extra- und intrametastatischen Aktivitat

Der Vergleich der gemessenen GSHPX-Aktivitaten zwischen tumorfreien Leberanteilen
und den Lebermetastasen der Vitamin C-therapierten Gruppe 7 sowie der Vitamin E-

therapierten Gruppe 8 zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Demgegenuber wurden verglichen mit den Lebermetastasen signifikant hohere
GSHPX-Aktivitaten im extrametastatischen Lebergewebe der BOP-behandelten
Kontrollgruppe 5 sowie der Vitamin A-therapierten Gruppe 6 gemessen (p<0,05).
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GSHPX-Aktivitat (x 10exp 7 U/mg Prot)
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Abb. 27: GSHPX-AKktivitat in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) sowie
Lebermetastasen (LeMe) [Mittelwert+Standardabweichung, *p<0,05]

3.5.54 TBARS-Konzentration

3.5.5.4.1 Extrametastatische Konzentration

In der nicht induzierten, nicht therapierten Kontrollgruppe 1 betrug die TBARS-
Konzentration 1,57+0,45 nmol/mg Prot. (Abb.28). Die Vitamin E- (Gr. 4: 1,1+0,33
nmol/mg Prot.) sowie Vitamin C-Supplementierung (Gr. 3: 1,28+0,94 nmol/mg Prot.)
veranderte die TBARS-Konzentration nicht signifikant. Dagegen flhrte die
Verabreichung von Vitamin A in der Gruppe 2 zu einer signifikanten Steigerung der
TBARS-Konzentration auf 4,26+1,09 nmol/mg Prot. (p<0,05).

Bei den BOP-induzierten Tieren der Kontrollgruppe 5 wurden die héchsten TBARS-
Konzentrationen von 36,4t1,21 nmol/mg Prot. gemessen. Im Vergleich zu allen

anderen Versuchsgruppen bestand ein signifikanter Unterschied (p<0,05).

Die Vitamin C- und E-Therapien der BOP-induzierten Tiere der Gruppen 7 und 8 liel3en
im Verhaltnis zu den Vitaminkontrollgruppen 3 sowie 4 die TBARS-Werte unbeeinfluf3t.

Die Messwerte der Vitamintherapierten Gruppen 7 bzw. 8 lagen hierbei bei 1,65+1,64
bzw. 1,45+0,84 nmol/mg Prot..
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Demgegenlber wurde die TBARS-Konzentration unter Vitamin A-Therapie der BOP-
induzierten Tiere der Kontrollgruppe 6 im Vergleich zu den Gruppen 1, 3, 4, 7 und 8 auf
2,1340,54 nmol/mg Prot. erhdht, jedoch gemessen an den Werten der Vitamin A-

supplementierten Gruppe 2 sowie der BOP-Kontrollgruppe 5 Gruppe erniedrigt.

3.5.5.4.2 Intrametastatische Konzentration

Die signifikant hdochste TBARS-Konzentration in metastatischem Lebergewebe von
28,442,21 nmol/mg Prot. wurde in der BOP-induzierten Kontrollgruppe 5 gemessen
(p<0,05). Unter Vitamin A-, C bzw. E-Therapie der Gruppe 6, 7 bzw. 8 wurde ein
signifikantes Absinken der gemessenen TBARS-Werte auf 1,94+0,74 nmol/mg Prot.,
1,46+1,01 nmol/mg Prot. bzw. 0,95+0,4 nmol/mg Prot. verzeichnet (p<0,05).

3.5.5.4.3 Vergleich der extra- und intrametastatische Konzentration

Unter Vitamin C- bzw. E-Therapie der Gruppe 7 bzw. 8 konnte kein signifikanter
Unterschied der TBARS-Konzentrationen zwischen tumorfreien Leberanteilen und den
Lebermetastasen festgestellt werden. Hingegen wurden in den Lebermetastasen im
Vergleich zum extrametastatischen Lebergewebe der BOP-induzierten Gruppe 5 und
der Vitamin A-therapierten Gruppe 6 signifikant niedrige TBARS-Konzentrationen
festgestellt (p<0,05).
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Abb. 28: TBARS-Konzentrationen in metastasenfreien Leberanteilen (MFLA) sowie
Lebermetastasen (LeMe) [Mittelwert+Standardabweichung, *p<0,05]
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3.6 EinfluB von Celebrex (COX-2-Inhibitor) und Zyflo (5-LOX-
Inhibitor) auf die Lebermetastasierung und die hepatische
Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

3.6.1 Organ-, Korpergewicht und Letalitat

Die Gr. 1-8 unterschieden sich nicht hinsichtlich des Kérpgewichts oder des Gewichtes

der Bauchspeicheldrise.
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Abb. 29: Entwicklung des mittleren Kérpergewichts der Gruppen 1-8

Wahrend die Letalitat in Gr. 1, 4 und 7 bei 0% lag, betrug sie in Gr. 3 6,7% (n=1), in Gr.
2 13,3% (n=2) und war in den Gr. 6 und 8 mit jeweils 26,7% (n=4) sowie in Gr. 5 mit
46,7% (n=7) signifikant erhdht (p<0,05 vs alle Gr.) (Tab. 23).
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Tab. 23: Letalitat der einzelnen Versuchsgruppen

Gruppe Letalitat (n) Todesursache

2 2 6. und 17. Woche, Ursachen unklar
3 1 14. Woche, Ursache unklar

5 7 16. Woche (lleus),

19. Woche (Pankreasca, lkterus),

21. Woche (Pankreasca, Lebermetastasen),

2x27. Woche (Pankreasca, Lebermetastasen, Kachexie),
29. Woche (Pankreasca, Lungenembolie) und

31.Woche (Pankreasca, Lebermetastasen, lkterus,

Kachexie)

6 4 27. Woche (Pankreasca. Ikterus),
2x29. Woche (Pankreasca, Lebermetastasen),

30. Woche (Pankreasca, Lebermetastasen, lkterus)

8 4 2x26. Woche (Pankreaskarzinom, Lebermetast.)
22. Woche (Pankreasca, Lebermetastasen)

31. Woche (Pankreasca., Lebermetast., Ikterus, Kachexie)

3.6.2 Inzidenz von Pankreaskarzinomen

Erwartungsgemald lagen in den Kontrollgruppen 1-4 keine Pankreaskarzinome vor. In
den Tumorgruppen 5-8 betrug die Inzidenz eines Pankreaskarzinoms bei jeweils 100%
(Abb.30). Alle Tumoren wurden als duktale Adenokarzinome der Bauchspeicheldruse

klassifiziert.

3.6.3 Inzidenz von Lebermetastasen

In Gr. 5 lagen bei allen Tieren Lebermetastasen vor. Wahrend sich die Inzidenz von
Lebermetastasen zwischen Gr. 6 (90,9%) und Gr. 7 (86,7%) nicht unterschied, war sie
unter der Kombinationstherapie in Gr. 8 (54,5%, p<0,05) erniedrigt (Abb. 30). Alle
hepatischen Lasionen wurden als Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms

klassifiziert, primare Leberneoplasien wurden nicht beobachtet.
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Abb. 30: Inzidenz von Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen der Gr. 5-8 in %
(*p<0,05)

3.6.4 Anzahl und GroRe von Lebermetastasen pro Tier

Wahrend sich die Gr. 5-7 nicht hinsichtlich der Anzahl (6,75+0,71 vs 6,7+2,41 vs
7,23+2,09) und Grolke von Lebermetastasen (11,75+1,98 vs 10,5+4,14 vs
10,38+5,32mm?) beide unter
Kombinationstherapie (Gr. 8) erniedrigt (Anzahl: 3,17+0,98; Grole: 2,67+1,97mm?
p<0,05) (Abb. 31).

unterschieden, waren Parameter der

Gréfite [mmd]
(B Anzahl B Gréfie|
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20
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Abb. 31: Anzahl und Grolde von Lebermetastasen pro Tier der Gr. 5-8(Mittelwert +
Standardabweichung) (*p<0,05 vs Anzahl aller Gr..; #p<0,05 vs Grole aller Gr.)
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3.6.5 Aktivitat der hepatischen GSHPX

Im extrametastatischen Lebergewebe bestand hinsichtlich der Aktivitat der GSH-Px
zwischen den Gr. 1-4, 6 und 7 kein Unterschied ([38,67+8,02] vs [44,91+8,18] vs
[32,27+10,51] vs [38,36+4,44] vs [36,9+8,33] vs [36,18+9,73]*10° U/mg Protein).
Wahrend wir die niedrigste GSH-Px-Aktivitat in  Gr.5 beobachtet wurde
([15,49+4,02]*10° U/mg Prot.; p<0,05), lag die hdochste Aktivitit in Gr. 8
([73,77+5,67]*10° U/mg Prot.; p<0,05) (Abb. 32).

Innerhalb der Lebermetastasen unterschied sich die Aktivitat der GSH-Px der Gr. 6 und
7 nicht ([12,77+2,63]; [16,49+2,95]*10° U/mg prot.), hingegen war sie in Gr. 6 und 8
erniedrigt ([5,23+3,3]; [3,4814,55]*105 U/mg Prot.; p<0,05) (Abb. 32).

Bei Vergleich der intrametastatischen und der extrametastatischen GSH-Px-Aktivitat der
Gr. 5-8 zeigte sich kein Unterschied in Gr. 5, wahrend die GSHPX-Aktivitat in den Gr.
6-8 intrametastatisch erniedrigt war (p<0,05) (Abb. 32).

GSH-Px Aktivitat [x10exp5 U/mg Protein]
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Abb. 32: GSHPX-AKktivitat in intra- und extrametastatischem Lebergewebe (Mittelwert
+ Standardabweichung) ( *p<0,05 vs NML aller Gr.; #p<0,05 vs LeMe aller Gr.)
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3.6.6 Aktivitat der hepatischen SOD

In extrametastatischem Lebergewebe bestand hinsichtlich der SOD-Aktivitat kein
Unterschied zwischen den Gr. 1-3, 5-7 (225,83+45,09; 182,44+49,98; 157,47+34,51;
127,89+38,75; 251,97+66,14; 162,44+59,21 U/mg Prot.). Allerdings war die SOD-
Aktivitat in Gr. 4 (312,29+42,58 U/mg Prot.; p<0,05) erhdht, wahrend wir die hochste
Aktivitat in Gr. 8 (474,92+108,8 U/mg Prot.; p<0,05) beobachteten (Abb. 33).

Intrametastatisch unterschied sich die SOD-Aktivitat nicht zwischen Gr. 5 und 7
(104,58+33,31; 98,96+23,59 U/mg Prot.). Wir beobachteten die hdchste Aktivitat in Gr.
5 (241,99+42,72 U/mg Prot.; p<0,05), wahrend die niedrigste Aktivitat in Gr. 8
(55,48+13,63 U/mg Prot.; p<0,05) gemessen wurde (Abb. 33).

Bei Vergleich der SOD-Aktivitat in Lebermetastasen und in nicht-metastatischem
Lebergewebe bestand kein Unterschied zwischen Gr. 5-7. Allerdings war die Aktivitat in
Gr. 8 intrametastatisch erniedrigt (p<0,05) (Abb. 33).
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Abb. 33: Intra- und extrametastatische hepatische SOD-Aktivitat (Mittelwert +
Standardabweichung) (*p<0,05 vs NML aller Gr.; #p<0,05 vs NML aller Gr. aul3er
BOP/CEL,; §p<0,05 vs LeMe aller Gr.)
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3.6.7 Konzentration der hepatischen Lipidperoxidation (TBARS)

Die TBARS-Konzentration in extrametastatischem Lebergewebe unterschied sich nicht
zwischen Gr. 1-4, 7 und 8 (0,2+0,08; 0,34+0,27; 0,27+0,17; 0,25+0,06; 0,23+0,05;
0,31+0,08 nmol/mg Prot.), wahrend sie in Gr. 6 erhoht war (0,42+0,11 nmol/mg Prot.;
p<0,05). Die hochste TBARS-Konzentration in extrametastatischem Lebergewebe
beobachteten wir in Gr. 5 (1,54+0,55 nmol/mg Prot.; p<0,05) (Abb. 34).

Die intrametastatische TBARS-Konzentration war in Gr. 7 am Niedrigsten (0,26+0,09
nmol/mg Prot.; p<0,05 vs alle Gr.). Demgegenuber war diese in Gr. 5, 6 und 8 erhoht
(0,47+0,09 vs 0,81+0,04 vs 1,95+0,12 nmol/mg Prot.; p<0,05 vs alle Gr.) (Abb. 34).

Bei Vergleich der intra- und extrametastatischen hepatischen TBARS-Konzentrationen
zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gr. 6 und 7. Allerdings war die
intrametastatische TBARS-Konzentration in Gr. 5 erniedrigt (p<0,05). In Gr. 8 lag die
intrametastatische = TBARS-Konzentration hoher als in nicht-metastatischem
Lebergewebe (p<0,05) (Abb. 34).
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Abb. 34: Intrametastatische (Leme) und extrametastatische (NML) hepatische
TBARS-Konzentration (Mittelwert + Standardabweichung) (*p<0,05 vs NML aller
Gr.; #p<0,05 vs NML von SAL/SAL, SAL/COM, BOP/SAL, BOP/ZYF; §p<0,05 vs
LeMe aller Gr.)
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4 Diskussion

4.1 Effekte von BOP und einer Hochfetternahrung

Nitrosamine gehoren zu den starksten bekannten Kanzerogenen. Eine Besonderheit ist
ihre oft ausgepragte Organaffinitat. N-Nitrosobis(2-oxopropyl)amin (BOP), ein j-
Metabolit von Di-n-Propylnitrosamin, wirkt im exokrinen Pankreas des Syrischen
Goldhamsters als ein hoch potentes Karzinogen und induziert Adenokarzinome duktaler

Genese.

Das Tiermodell des N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP)-induzierten Pankreaskarzi-
noms im Syrischen Hamster ist weithin als beste Moglichkeit fur Studien Uber die
Karzinogenese im Pankreas akzeptiert (5,122,147,158,238,257). Der Mechanismus,
uber welchen BOP nach einer relativ kurzen Zeit von ca. 7 Monaten zu einer nahezu
100%igen Induktion duktaler Adenokarzinome des Pankreas im Syrischen Hamster

fuhrt, ist weitgehend ungeklart.

Die bedeutendste Rolle scheint intrapankreatischen Metabolisierungsprozessen
zuzukommen, da zum Beispiel eine orale Administration von BOP nicht zur Induktion
von Pankreaskarzinomen fuhrt und hepatische Metabolisierungen fir die Entstehung

des Primartumors daher keine grof3e Bedeutung zu haben scheinen (187).

Die Metabolisierung von BOP erfolgt hauptsachlich in der Leber mittels verschiedener
Oxidasen. Bei der Reduktion von BOP entsteht vor allem N-Nitroso(2-hydroxypropyl)(2-
oxopropyl)Jamin (HPOP), zu einem geringen Teil aber auch N-Nitrosobis(2-
hydroxypropyl)amin (BHP). Im Vergleich zu BHP besitzt BOP einen selektiveren
Wirkmechanismus im Organismus und induziert duktale Pankreaskarzinome mit einer

geringeren Latenzzeit.

Infolge der Metabolisierung von BOP und der Formation mutagener Zwischenprodukte
kommt es zu einem Anstieg der Alkylierung von Zellkompartimenten, vor allem jedoch
zur Methylierung von DNA. Bereits nach einmaliger Applikation von BOP konnten in
pankreatischer DNA promutagene Methylpurine, wie z.B. 7-Methylguanin oder 0°-

Methylguanin, nachgewiesen werden.

Die kanzerogene Wirkung von BOP wird jedoch vor allem auf eine exzessive

Aktivierung der mikrosomalen Cytochrom-P4s50-Oxygenase zurtckgefuhrt. Das
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Hamprotein Cytochrom-P-450 ist hauptsachlich im endoplasmatischen Retikulum des
Hepatozyten lokalisiert. Im Laufe der Metabolisierung von BOP kommt es durch
oxidative und reduktive Stoffwechselprozesse zur verstarkten Bildung von freien
Radikalen in der Zelle. Aus der vermehrten Formation von reaktiven Sauerstoffspezies
resultiert ein erhdhter oxidativer Stress fir den Hepatozyten mit Schadigung der
Biomembranen durch Lipidperoxidation. Diesbezlglich wurde in der Literatur die
endogene  Entstehung von  Stickstoffdioxid wahrend der  mikrosomalen
Verstoffwechselung von N-Nitrosoverbindungen beschrieben. Stickstoffdioxide sollen
hierbei die Lipidperoxidation sowie DNA-Strangbriche induzieren und die

Denaturierung von Proteinen bewirken (4,18,28,142).

So berichteten Bartsch et al. Uber Nitrosamin-bedingte radikalische Membran- und
DNA-Schaden im Verlauf der Karzinogenese und eine begleitend erhohte
Lipidperoxidation (20). Diese Untersuchungen wurden allerdings bisher nur in den
primar von der Karzinogenese betroffenen Organen durchgefuhrt (18). Gleiches gilt fur
Studien Uber die Wirkung von Radikalenfangern im Rahmen der Karzinogenese
(6,12,64).

In den von uns vorgelegten Studien konnte demonstriert werden, dal® BOP auch in der
Leber zu oxidativem Stress fuhrt (266,267,270,). Dies wird durch die Anstiege der SOD-
Aktivitat und der Konzentration der TBARS bei alleiniger Gabe von BOP belegt. Die
Ursache der gleichzeitigen Erniedrigung der GSHPX-Aktivitat ist unklar. Auch mul} die
nur moderate Erhdhung der TBARS-Konzentration als ein Zeichen von leichter oder
beginnender Lipidperoxidation gewertet werden, bei der die Kapazitaten der
antioxidativen Mechanismen offenbar zu einem sog. ,balanced state® der
Lipidperoxidation fuhren. Unter diesen bei Standardernéhrung geltenden Bedingungen
betrug die Lebermetastasierungsrate 35,7%. Dies entspricht den Angaben in der
Literatur (147,187).

Mit der von uns vorgenommenen diatetischen Modifikation 1aRt sich die
Lebermetastasierungsrate auf bis zu 90% steigern (261). Moglich wird dies durch eine
Erhéhung des Rohfettanteils auf 21,4%, wobei Linolsdure 11% und Linolensaure 2%

des Futters ausmachen.

Wahrend fur Linolsaure mehrfach gezeigt werden konnte, dal} eine Steigerung ihres

Anteils im Futter zu einer signifikanten Steigerung der Inzidenz, der Anzahl und der

102



Grole der Pankreaskarzinome im von uns verwendeten Tiermodell fihrt und sie auch
in anderen Tumormodellen proliferationsstimulierende Wirkungen hat, ist ein Einflul3 auf
die Lebermetastasierung bisher nicht beschrieben worden (30,31,60,106,208,209).
Madglicherweise ist die Steigerung der Lebermetastasierung auf den gestiegenen

Linolensaureanteil zurtickzufuihren.

Wahrend von verschiedenen Autoren fur Omega-6-Fettsauren ein fordernder Effekt auf
das Tumorwachstum beschrieben wurde (5,30) und Omega-3-Fettsauren bislang als
wachstumsinhibierend galten, beobachteten wir eine Promotion des Tumorwachstums
unter der Ernahrung mit Omega-3-Fettsauren beim Pankreaskarzinom. Diese
Ergebnisse werden durch Appel et al. bestatigt, der Uber einen stimulierenden Effekt
von Fischdl auf die Karzinogenese beim Pankreaskarzinom des Syrischen Hamsters
berichtete (10). Moglicherweise hat die Art der verwendeten Omega-3-Fettsdure einen
entscheidenden Einfluld auf die Karzinogenese, daher evaluieren wir zur Zeit in einer
weiteren Studie die Effekte von ALA, Eicosapentaensaure und Fischdl auf das

Lebermetastasenwachstum beim Pankreaskarzinom.

So konnten Moorby et al. demonstrieren, dald bestimmte Fettsauren der n-3-Serie, wie
Linolensaure, zu bedeutenden Veranderungen der Lipidstruktur der Zellmembranen von
Hepatozyten fuhren (162). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal} diese Veranderungen
der Zellmembranstruktur zu einem signifikanten Verlust von Interzellularkontakten
fuhrten, welcher den Tumorzellen vermutlich die Invasion erleichtern konnte (162). Zu
ahnlichen Resultaten kamen Hasler et al., die an mit Linolensdure inkubierten
Hepatozyten einen signifikanten Verlust von gap junctions zeigen konnten (84).
Meterissian et al. wiesen eine Linolensaure-bedingte Inhibition der hepatischen
Phagozytose durch Veranderungen an den Kupfferschen Sternzellen nach (160).
Obwohl in allen beschriebenen Studien Veranderungen an Membranen und dadurch
bedingte Funktionsstérungen von Leberzellen respektive in der Leber residierenden
Zellen des Immunsystems beobachtet wurden, fehlt es an Erklarungsansatzen fir die

Ursachen dieser Membranveranderungen.

Da die Anpassungsfahigkeit des antioxidativen Systems limitiert ist, kdnnte diese
Steigerung zu einem durch eine ausgepragte Lipidperoxidation und konsekutive
Gewebsschaden gekennzeichneten Zustand fuhren, der die Metastasierung begunstigt
(268). Verschiedene Studien unterstitzen die Hypothese, dald hohe Dosen von

Linolsdure und/oder Linolensaure zu einer Steigerung des oxidativen Stresses in
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verschiedenen Geweben fuhren (133,225,233). Auch die eigenen Ergebnisse
untermauern dies, da die durch eine Hochfetterndhrung signifikant gesteigerte
Lebermetastasierung mit einem signifikanten Anstieg der hepatischen Lipidperoxidation
vergesellschaftet war. Von allen Versuchsgruppen wies die mit einer Hochfettdiat
ernahrte und mit BOP behandelte Gruppe die signifikant héchste TBARS-Konzentration
in metastasenfreien Leberanteilen auf. Gleichzeitig war die GSHPX-Aktivitat erniedrigt
und die SOD-Aktivitat erhoht.

Es ist in der Literatur bekannt, daf’ der Lipidperoxidationsstoffwechsel ein empfindliches
System darstellt (105). Weder fur die pankreatische und hepatische Lipidperoxidation,
noch fur die Aktivitdt der Schutzenzyme SOD und GSHPX des Syrischen Hamsters
liegen in der Literatur Normalwerte vor. Durch die Erhebung von Mehrfachmessungen
konnten wir jedoch vormals bestehende hohe Standardabweichungen deutlich
reduzieren. Die von uns angegebenen Ergebnisse beziehen sich jeweils auf
Doppelbestimmungen, von denen der Mittelwert ermittelt wurde. Im Falle einer Differenz
von mehr als 10% zwischen beiden Werten der Doppelbestimmung wurde eine dritte

Messung durchgefuhrt und anschlielend der Mittelwert bestimmt.

Zur Sicherung der Qualitat der Messungen erfolgten diese im Labor von Herrn Prof. Dr.
I. Schimke der Medizinischen Klinik der Charité Campus Mitte, der Uber eine langjahrige
Erfahrung auf dem Sektor der Untersuchung des Lipidperoxidationsstoffwechsels

verfugt.

Weiterhin ist bekannt, dall der Angriff von reaktiven Sauerstoffspezies im Rahmen
eines erhohten oxidativen Stresses auf ungesattigte Fettsauren Endothelschaden
verursacht (28). Diese Schaden und die Freisetzung von Proteasen durch das
geschadigte Endothel kdnnen zur Degradation von Basalmembranen fuhren, wodurch
Tumorzellen die Implantation erleichtert werden kdnnte (92,134). Neben diesen direkten
Effekten der Lipidperoxidation kommt es auch zu einer Stimulation der
Eicosanoidsynthese. Fur Produkte der Eicosanoidsynthese widerum wurden
wachstumsfordernde Effekte auf Tumorzellen nachgewiesen (27,51,88,121,125,224).
Diese Ergebnisse werden durch Studien unterstitzt, bei denen im Verlauf der
Metastasierung verschiedener Tumorentitaten eine gesteigerte Synthese von
Eicosanoiden nachgewiesen werden konnte (121,173,203-213). Diesbezuglich konnten
Takashi et al. durch Therapie mit Eicosanoidsynthesehemmern das Wachstum BOP-

induzierter Pankreaskarzinome des Syrischen Hamsters inhibieren (238).
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Im Vergleich zu metastasenfreien Leberanteilen waren die Aktivitaten der antioxidativen
Schutzenzyme GSHPX und SOD in den Lebermetastasen bei Standardernahrung
signifikant erniedrigt. Bei gleichzeitiger Hochfetternahrung fiel diese Erniedrigung
starker aus als bei Standardernahrung. Demgegeniber unterschied sich die TBARS-
Konzentration in Lebermetastasen und in metastasenfreien Leberanteilen bei
Standardernahrung nicht voneinander. Bei Hochfetternahrung fanden sich in den
Lebermetastasen jedoch weniger Lipidperoxidationsprodukte als in metastasenfreien
Leberanteilen. Die diatetische Supplementierung mit Linolsaure und Linolensaure flihrte
also in metastasenfreien Leberanteilen zu einem Anstieg der Lipidperoxidation,
verglichen mit Lebermetastasen. Dies kdonnte mit der Beobachtung in Zusammenhang
stehen, dall Tumorzellen im allgemeinen nicht Uber Desaturasen und Elongasen

verfugen (95).

Linolsaure und Linolensaure sind zweifach bzw. dreifach ungesattigte Fettsduren und
haben eine Kettenlange von 20 Kohlenstoffatomen. Damit stellen sie kein bevorzugtes
Substrat fur die Lipidperoxidation dar, da diese vor allem an Fettsauren angreift, die
zum einen Uber eine groRRere Kettenlange verfligen und zum anderen mehr als 3
Doppelbindungen aufweisen. Hepatozyten — wie nahezu alle Korperzellen — sind jedoch
in der Lage, die diatetisch angebotenen Fettsduren zu verlangern, weiter zu entsattigen
und in ihre Membranen einzubauen (95). Tumorzellen scheint dies nicht mdglich zu sein
(95). Daher konnten die Hepatozyten anfalliger fur den BOP-induzierten oxidativen
Stress sein, da ihre Membranen bei diatetischer Supplementierung mit Linolsaure und
Linolensaure in weit groerem Male als die Membranen der Tumorzellen die
bevorzugten Substrate der Lipidperoxidation enthalten koénnen. Madglicherweise
bestehen hier Zusammenhange zu den bereits diskutierten Ergebnissen von Hasler et
al., Meterissian et al. und Moorby et al., da die von ihnen beobachteten
Funktionsstorungen von Hepatozyten bzw. intrahepatischen Makrophagen auf
Membranschaden zurlckfUhrbar sind, wie sie beispielsweise bei einer hohen
Lipidperoxidation entstehen (38,56,84,161,162). Die Tumorzellen der Leberfiliae
hingegen enthalten einerseits moglicherweise weniger Substrat fur die Lipidperoxidation
in ihren Membranen und konnten andererseits — wie bei vielen Tumorarten bereits
beschrieben — eine geringere Empfindlichkeit gegentber der Lipidperoxidation besitzen
und somit weniger Schaden durch den BOP-induzierten oxidativen Stress in der Leber

davontragen als die nicht veranderten Leberzellen (106).
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Diese Hypothesen konnten erklaren, warum unter einer Hochfettdiat eine im Vergleich
zur Standardernahrung signifikante Steigerung der Lebermetastasierungsrate wie auch
der Anzahl und der GroRRe der Lebermetastasen in diesem Tumormodell beobachtet
wurde. Weiterhin stellen sie Erklarungsansatze fur die beobachtete massive Steigerung
der Lipidperoxidation in metastasenfreien Leberanteilen und das demgegentber relativ

geringe Ausmal der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen dar.

Neben der beobachteten Lebermetastasierung bei Hamstern mit einem duktalen
Adenokarzinom des Pankreas traten in unseren Studien nach der Induktion keine
Tumoren in anderen Organen auf. Trotz intensiver histologischer Untersuchungen im
Institut fur Pathologie der Charité waren insbesondere in der Niere und Lunge keine
Tumoren nachweisbar. Bei den beobachteten Lebermetastasen handelte es sich
durchweg um Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms. Die Tatsache, dal3 in der
Niere bzw. Lunge unserer Versuchstiere keine Tumoren nachgewiesen wurden, konnte
durch die hohe Reinheit unseres Induktors von nahezu 100% begrundet sein. Die
aulRerordentlich hohe Reinheit unseres Tumorinduktors wurde durch Analysen eines

auswartigen Instituts fur Chemie einer deutschen Universitat bestatigt.

4.2 Octreotid und Tamoxifen beim duktalen Pankreaskarzinom

In dieser Studie war unter der Therapie mit Octreotid sowohl die Anzahl
makroskopischer Pankreaskarzinome als auch die Anzahl und Gréke von
Lebermetastasen pro Tier vermindert. Dies bedeutet, dal3 unter der Behandlung mit
Octreotid das Wachstum des Primartumors und der Lebermetastasen verringert war,
allerdings war die Inzidenz von Pankreaskarzinomen und Lebermetastasen gegeniber

der Kontrollgruppe unverandert.

Die Einzeltherapie mit Tamoxifen beeinfluBte weder das Tumorwachstum des
Primartumors noch dasjenige der Lebermetastasen, obwohl Ostrogenrezeptoren
sowohl in den Pankreaskarzinomen als auch in den Lebermetastasen aller Tiere
nachgewiesen wurden. Ferner unterschied sich das Ergebnis der Kombinationstherapie

mit Octreotid und Tamoxifen nicht von demjenigen der Einzeltherapie.

Die von uns beobachtete Inhibition des Tumorwachstums durch Octreotid wird durch
Meijers (159) bestatigt.

Meijers et al fluhrten am chemisch induzierten Tumormodell des duktalen
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Adenokarzinoms des Pankreas unmittelbar nach Beendigung der Tumordinduktion eine
Behandlung mit dem Somatostatin-Analogon Sandostatin bzw. eine Orchiektomie in
Einzel- und Kombinationsbehandlung durch. Entsprechend des Studiendesigns wurde
diese Therapie als prophylaktische Behandlung eingestuft, da mit ihr bereits vor der

vollstandigen Etablierung eines duktalen Pankreaskarzinoms begonnen wurde.

Im Gegensatz zu Meijers setzten wir das zu einem spateren Zeitpunkt entwickelte
Sandostatin-Retard-Praparat LAR (20mg) ein, so dall wir auf die von Meijers
beschriebene 4-wochentliche Neu-Implantation von Minipumpen verzichten konnten.
Nach einer Therapiedauer von 115 Tagen beendete Meijers die Studie. Die Hamster

wurden getotet, obduziert und histologisch analysiert.

Meijers beobachtete unter der Sandostatin-Therapie eine Inhibition des
Tumorwachstums des Pankreaskarzinoms — die Inzidenz praneoplastischer duktaler
Lasionen war vermindert. Die Kastration hatte hingegen in dieser Studie keinen Einflu}
auf das Tumorwachstum. Die Studiendauer betrug insgesamt 19,5 Wochen gegentiber

24 Wochen der eigenen Studie.

Die Inhibition des Tumorwachstums durch Sandostatin wird von Meijers durch eine
modgliche Wirkung tUber Somatostatinrezeptoren begriindet. Diese waren bereits 1989
fur dieses Tumormodell von Fekete et al beschrieben worden (159). In unseren Studien
wiesen wir in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Reubi qualitativ ebenfalls die Prasenz von
Somatostatinrezeptoren nach. Diese lagen in den Lebermetastasen duktaler
Adenokarzinome des Pankreas vor (Ergebnisse 3.3.4). Der Einflu® von Sandostatin auf
die Lebermetastasierung wird in der Publikation von Meijers hingegen nicht

beschrieben.

In einer Folgestudie zu der von Meijers publizierten Untersuchung (159) evaluierten
Visser et al (253) den Einflul einer dauerhaften Therapie mit dem Somatostatin-
Analogon Sandostatin und einer Kastration in Kombinations- und Einzeltherapie auf das
duktale Pankreaskarzinom des Syrischen Hamsters. Somit wurde entsprechend der
haufig klinischen Situation beim humanen Pankreaskarzinom die Therapie erst nach der
Etablierung des Pankreaskarzinoms durchgefuhrt — dies entspricht dem von uns

verwendeten Studiendesign.

Im Gegensatz zu Visser et al setzten wir 4-wochentlich das Octreotid- Retard-Praparat

LAR mit einer Wirkungsdauer von 4 Wochen ein und evaluierten die Therapie ferner
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auf die Lebermetastasierung.

Visser et al beobachteten unter der Sandostatin-Therapie eine signifikant geringere
Anzahl von Mikrokarzinomen eines Pankreaskarzinoms im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Die Kombinationstherapie (Sandostatin und Kastration) fuhrte dartber
hinaus zu einer geringeren Anzahl an Borderline-Lasionen. In unserer Studie wurde
keine Kastration durchgefuhrt. Die von Visser beobachtete Inhibition des
Tumorwachstums unter einer dauerhaften Sandostatin-Therapie bestatigt unsere

Beobachtungen.

In einer weiteren Studie wurde von Haddock (80) der EinfluR des Somatostatin-
Analogons SMS 201-995 in einer Niedrig- und einer Hochdosierung auf das
Tumorwachstum des Primartumors des duktalen Pankreaskarzinoms des Syrischen
Hamsters evaluiert. Unter der Niedrig-Dosierung zeigte sich eine Steigerung der
Karzinogenese gegenuber der Kontrollgruppe. Unter der Hochdosierung wurde kein
erhohtes Tumorwachstum beobachtet, allerdings auch keine Inhibition des
Tumorwachstums. Die fehlende inhibierende Wirkung auf das Tumorwachstum ist
moglicherweise durch die insgesamt zu niedrige Dosierung bedingt, da das
Somatostatin-Analogon lediglich 2mal taglich an den Tagen 2-4 einer Woche appliziert
wurde (8 Uhr und 14 Uhr). Infolge einer Halbwertszeit von lediglich 8 Stunden erscheint
somit keine dauerhafte Wirkung gewahrleistet. Moglicherweise ist dies der Grund dafr,

dafd keine Inhibition des Tumorwachstums beobachtet wurde.

In der eigenen Studie verwendeten wir stattdessen 4-wdchentlich das Retardpraparat
(Octreotid LAR 20mg) des Somatostatin-Analogons Octreotid. Hierdurch war eine
gleichmallige Wirkung uber einen Zeitraum von jeweils 4 Wochen gewahrleistet und

maoglicherweise die beobachtete Inhibition des Tumorwachstums bedingt.

Klinisch werden die eigenen experimentellen Ergebnisse durch Rosenberg bestatigt
(215). Im Zeitraum zwischen 1990 und 1993 erhielten 12 Patienten mit einem
histologisch gesicherten Pankreaskarzinom 3x100ug Sandostatin subkutan taglich und
2x10mg Tamoxifen oral taglich, wobei als Vergleich eine aus 68 Patienten bestehende
historische Kohorte diente. Beide Gruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich der
Alters- und Geschlechtsverteilung oder bezuglich des Tumorstadiums (lll/1V). Als
Hauptbewertungskriterium legte Rosenberg die mediane Uberlebenszeit ab dem

Zeitpunkt der Diagnosestellung fest. Diese betrug in der Patientengruppe, die mit der
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Kombinationstherapie aus Octreotid und Tamoxifen behandelt worden war, 12 Monate
und in der historischen Vergleichskohorte 3 Monate. Wahrend die 1-Jahres-
Uberlebensrate in der Therapiegruppe 59% betrug, lag sie in der Kontroligruppe bei
16%. Allerdings handelt es sich bei der Therapiegruppe (n=12) um 5 resezierte, 5
palliativ operierte und um 2 nicht operierte Patienten, so dal3 die einzelnen

Untergruppen nur sehr geringe Fallzahlen aufwiesen.

In einer eigenen Studie handelte es sich demgegeniber um ein homogenes
Patientengut (262). 14 Patienten mit einem Tumorrezidiv eines RO-resezierten duktalen
Pankreaskarzinoms wurden dauerhaft mit Octreotid und Tamoxifen in der o.g.
Dosierung behandelt und mit einer unbehandelten Kontrollgruppe (n=14), die unter
gleichen Bedingungen in der eigenen Klinik im Vorjahr prospektiv erhoben worden war,
verglichen. Die mediane Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung eines
Tumorrezidivs war in der Therapiegruppe gegenuber der Kontrollgruppe ebenfalls
verlangert. Diese betrug 7 Monate (3-12) gegenuber 3,5 Monaten (1-6) (p<0,05). Ferner
beobachteten wir unter der Therapie Vorteile hinsichtlich der Lebensqualitat. So zeigten
sich fir die Parameter Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Schmerz und Fatigue signifikante
Vorteile fur die Therapiegruppe, darUberhinaus war der Analgetikaverbrauch in der

Therapiegruppe erniedrigt.

Der genaue Wirkungsmechanismus von Octreotid beziehungsweise von Tamoxifen ist
jedoch unbekannt, zudem war nicht geklart, ob die additive Wirkung beider

Medikamente groler ist als die Einzelwirkung.

In der vorliegenden Studie wurde das Wachstum der Lebermetastasen durch eine
Hochfett-Diat mehrfach-ungesattigter Fettsduren (PUFA) gefdérdert (261). Da vermutet
wird, dal® mehrfach-ungesattigte Fettsauren die Lebermetastasierung Uber einen
Anstieg des oxidativen Stresses und eine gesteigerte Eicosanoid-Synthese stimulieren
(107,125,133,224) und Octreotid in dieser Studie die Lebermetastasierung inhibierte,
evaluierten wir den Einflul® von Octreotid auf den oxidativen Stref3 in der nachfolgenden
Studie..
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4.3 EinfluBR von Octreotid auf die Lebermetastasierung und die
hepatische Lipidperoxidation des duktalen
Pankreaskarzinoms

431 Wirkungen von Octreotid

Fir das Somatostatinanalogon Octreotid konnte in verschiedenen Studien eine
inhibierende Wirkung auf das Tumorwachstum des N-Nitrosobis-2-oxopropylamin
(BOP)-induzierten Pankreaskarzinoms im Syrischen Hamster beobachtet werden
(49,216,259,276,267,269,285). In einigen klinischen Studien konnte eine durch die
Octreotidtherapie verlangerte Uberlebenszeit und/oder eine verbesserte Lebensqualitat
bei Patienten mit fortgeschrittenem oder rezidiviertem Pankreaskarzinom gezeigt
werden (42,74,252,262). Eine direkte Wirkung von Octreotid auf die
Lebermetastasierung des Pankreaskarzinoms ist bisher jedoch weder tierexperimentell
noch klinisch beschrieben worden. Auch sind bislang keine oder nur sehr geringe
objektive Ansprechraten im Sinne einer Tumorverkleinerung beobachtet worden
(42,74,215,262). In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob die Wirksamkeit von
Octreotid beim Pankreaskarzinom davon abhangt, ob das Pankreaskarzinom
Somatostatinrezeptoren exprimiert (61,68,78,201,202,222).

Allerdings konnten mdoglicherweise auch indirekte Effekte des Somatostatins bzw.
seiner Analoga zu einer Wachstumsbeeinflussung des Tumors flhren. In erster Linie
werden  hier Beeinflussungen des  Stoffwechsels von Hormonen und
Wachstumsfaktoren diskutiert. So inhibiert Somatostatin rezeptorunabhangig die
Sekretion von GH (growth hormone) und IGF-1 und scheint auch einen hemmenden
Einflud auf das EGF/TGF-a-System auszuuben (183,202). Da das humane wie auch
das chemisch induzierte tierexperimentelle Pankreaskarzinom in seinem Wachstum
sowohl durch IGF-1 als auch durch EGF stimuliert wird, ware hier ein Effekt von
Octreotid moglich (182,202).

Weiterhin wurden in peritumoralen Venen verschiedener Neoplasien — auch des
Pankreaskarzinoms — Somatostatinrezeptoren gefunden, und da Somatostatin Uber
Somatostatinrezeptoren an Gefallendothelien eine vasokonstriktorische Wirkung
entfaltet, kdnnte die Octreotidtherapie zu lokaler Hypoxie und Tumornekrose fuhren und

somit die Tumorausbreitung behindern (191,202). Andererseits kdnnte durch die lokale
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Hypoxie auch die tumor-assoziierte Angioneogenese provoziert oder unterstutzt werden
(183). Zur Klarung der genauen Pathomechanismen erscheinen daher weitere

Untersuchungen notwendig.

Im von uns verwendeten Tiermodell gelang der Nachweis von Somatostatinrezeptoren
im Pankreaskarzinom bis heute nicht zweifelsfrei (183,202). Die Lebermetastasen sind
bisher nicht im Hinblick auf die Expression von Somatostatinrezeptoren untersucht
worden. Im Rahmen der hier vorgelegten Studie haben wir einige Proben aus
Lebermetastasen bei Herrn Prof. Dr. J.C. Reubi im Pathologischen Institut der
Universitatsklinik Bern untersuchen lassen. Hierbei konnten mittels einer Octreotid-
Autoradiographie in den Lebermetastasen Somatostatinrezeptoren nachgewiesen
werden, wahrend in den peritumoralen, metastasenfreien Leberanteilen keine
Somatostatinrezeptoren detektiert wurden (Prof. Reubi, personliche Kommunikation).
Daher kann man davon ausgehen, dal} direkte, rezeptorvermittelte Wirkungen von
Octreotid auf die Tumorzellen in der Leber zumindest in diesem Tiermodell moglich

sind.

Die Octreotidtherapie fuhrte in unserer Studie bei beiden Ernahrungsformen zu einer
signifikant niedrigeren Anzahl von Lebermetastasen pro Tier als ohne Therapie.
Weiterhin waren die Lebermetastasen unter einer Octreotidtherapie signifikant kleiner,
wahrend die Inzidenz von Lebermetastasen hingegen durch Octreotid unbeeinflusst
blieb.

Die ohne Therapie gegeniber einer Standarderndhrung signifikant erhohte
Lebermetastasierung ist unseres Erachtens auf die gesteigerte Fettaufnahme der
Versuchstiere zurlckzufuhren, und zwar speziell auf die hohen Anteile von Linolsaure
und Linolensaure. Die bereits diskutierten potentiellen Mechanismen dieser
Metastasierungssteigerung scheinen in engem Zusammenhang mit einer gesteigerten
Lipidperoxidation zu stehen. Einflisse von Octreotid auf die Lipidperoxidation, den
oxidativen Stress oder den Lipidmetabolismus im allgemeinen sind bisher nicht
beschrieben worden. Wir beobachteten jedoch bei einer Therapie mit Octreotid neben
den bereits geschilderten Effekten auf die Lebermetastasierung auch signifikante
Veranderungen der Lipidperoxidation. So flhrte die Octreotidtherapie bei beiden
Ernahrungsformen zu einer signifikanten Steigerung der GSHPX- und der SOD-Aktivitat
in metastasenfreien Leberanteilen, verglichen mit den Kontrollgruppen. Gleichzeitig

wurde die TBARS-Konzentration in metastasenfreien Leberanteilen durch Octreotid
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unabhangig von der Art der Ernahrung signifikant erniedrigt. Demzufolge scheint
Octreotid die Lipidperoxidation in nicht metastatisch veranderten Leberanteilen zu
senken. So beobachteten Ariaz-Dias et al., da® Somatostatin zu einer signifikanten
Erniedrigung von Lipidperoxidationsprodukten (konjugierte Diene, Malondialdehyd) im
Diaphragma septischer Ratten fihrt (15). Weiterhin beobachteten Niedermuhlbichler
und Wiedermann einen inhibitorischen Effekt von Octreotid auf den sog. ,respiratory
burst® aktivierter neutrophiler Granulozyten, welche zu den bedeutendsten Quellen
reaktiver Sauerstoffspezies zahlen (170). Im onkologischen Studien wurden die
beschriebenen Wirkungen von Octreotid jedoch bislang nicht untersucht. Angesichts
der =zuvor diskutierten Lipidperoxidations-bedingten Schaden an Hepatozyten,
intrahepatischen Makrophagen und am Endothel, sowie der potentiellen Folgen fur die
Metastasierung scheint die Octreotid-induzierte Verminderung der Lipidperoxidation in
metastasenfreien Leberanteilen das Lebergewebe zumindest partiell protektiv
gegenuber einer Invasion von Tumorzellen wirken zu konnen. Diese Fahigkeit zur
Verringerung des oxidativen Stresses und somit der Lipidperoxidation scheint ferner
nicht rezeptorvermittelt zu sein, da in metastasenfreien Leberanteilen keine
Somatostatinrezeptoren nachgewiesen werden konnten (Prof. J.C. Reubi, persdnliche
Kommunikation). Jedoch ist bislang ungeklart, wodurch dieser indirekte Effekt bedingt

ist.

Um die Octreotid-bedingte Erniedrigung der Lipidperoxidation in metastasenfreien
Leberanteilen erklaren zu konnen, sind weitere Studien notig, die bereits bekannte
Effekte von Octreotid, wie beispielsweise die Beeinflussung der Wachstumsfaktoren,

berticksichtigen, um potentielle wechselseitige Beeinflussungen zu erkennen.

In den Lebermetastasen fuhrte die Octreotidtherapie zu einer signifikanten Erhohung
der TBARS-Konzentration, verglichen mit nicht therapierten Tieren. Gleichzeitig waren
die Aktivitaten von GSHPX und SOD erhdht. Neben einer signifikanten Verringerung
der Anzahl und Gréle der Lebermetastasen hatte die Octreotidtherapie also eine
signifikante Steigerung der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen zur Folge, wobei
die Erhdhung der antioxidativen Schutzenzyme am ehesten als reaktiv anzusehen sein
durfte. Diese Steigerung der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen wiederum war
bei gleichzeitiger Hochfetternahrung starker ausgepragt als bei Standardernahrung.
Ohne die Behandlung mit Octreotid war die Lipidperoxidation in den Lebermetastasen

bei einer Hochfetternahrung niedriger als in metastasenfreien Leberanteilen. Durch die
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Therapie mit Octreotid kehrte sich dieses Verhaltnis nahezu um. Dies bedeutet, dal
Octreotid in den Lebermetastasen die entgegengesetzte Wirkung wie in
metastasenfreien Leberanteilen hat. Bedenkt man dabei, dal3 die Tumorzellen nicht
uber Desaturasen und Elongasen verfugen (95) und mit dieser Tatsache die in den
Kontrollgruppen erniedrigte Lipidperoxidation in den Lebermetastasen erklart wurde, so
hat es den Anschein, dal} Octreotid diesen Stoffwechselweg in den Tumorzellen zu
uberbricken vermag. Es erscheint unwahrscheinlich, daf® Octreotid als normalerweise
uber einen membranstandigen Rezeptor wirkendes Proteohormon selbst desaturierend
und/oder elongierend auf mehrfach ungesattigte Fettsauren wirken kann. Aber auch
diese Moglichkeit sollte in weiteren Experimenten gepruft werden, wobei sich
insbesondere In-vitro-Untersuchungen an Tumorzellen eignen durften. Ein weiterer
potentieller Mechanismus konnte Uber eine rezeptorgekoppelte Querverbindung zur
Transkription/Translation/Synthese von Desaturasen und/oder Elongasen in den
Tumorzellen moglich sein. Dieser Wirkungsmechanismus erscheint aus zwei Grunden
wahrscheinlicher als eine eigene enzymatische Wirkung von Octreotid. Der erste Grund
besteht darin, dal® in den Lebermetastasen dieses Tiermodells im Gegensatz zu
metastasenfreien Leberanteilen der Nachweis von Somatostatinrezeptoren positiv war
(Prof. J.C. Reubi, personliche Kommunikation) und somit eine rezeptorvermittelte
Wirkung moglich ware. Der zweite Grund besteht in der Tatsache, dal’ fur die
verschiedenen Somatostatinrezeptor-Subtypen nahezu alle bekannten second-
messenger-Wege diskutiert werden oder nachgewiesen sind (136,182,202). Daher ist
es durchaus vorstellbar, dal} eine Kopplung zur Synthese bestimmter Genprodukte auf
einem der verschiedenen Level vorhanden ist. Die direkte, rezeptorvermittelte Wirkung
von Octreotid auf die Lebermetastasen vorausgesetzt, wird auch der beobachtete,
entgegengesetzte Effekt auf die metastasenfreien Leberanteile erklarbar, da in diesen

keine Somatostatinrezeptoren nachgewiesen werden konnten.

Hinsichtlich des Wirkungsmechanismus von Octreotid ist dartiberhinaus ungeklart, ob
maoglicherweise eine erhdhte Inhibition des Tumorwachstums des Pankreaskarzinoms,
sowie eine weitere Verbesserung der Lebensqualitat durch eine Steigerung der bislang
applizierten Octreotid-Dosis von 3x100ug zu erzielen ist. In einer klinischen Studie
evaluierten Friess et al. (72,73) ebenfalls den Einfluk von Octreotid auf das
Tumorwachstum des Pankreaskarzinoms. Unter einer Dosierung von taglich 3x100ug
subkutan beobachteten sie zwar keine Tumorregression, allerdings zeigte sich bei 3

Patienten die Inhibition einer weiteren Tumorprogression. Dementsprechend halt Friess
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eine Applikation von Octreotid in Dosierungen von bis zu 20.000ug subkutan taglich fur
sinnvoll. Ob die Applikation derartig hoher Dosen von Somatostatin als unbedenklich
eingestuft werden kann, ist allerdings bislang nicht hinreichend bekannt. Guliana et al.
(79) therapierten Patienten mit einem medullaren Schilddrisenkarziom mit einer
taglichen Dosis von 2000ug und beobachteten hierbei nur geringe Nebenwirkungen, so
dall eine Steigerung der Dosis fur Octreotid auch bei der Therapie des

Pankreaskarzinoms moglich scheint.

4.4 EinfluBR der antioxidativen Vitamine A, C sowie E auf die
Lebermetastasierung und die Lipidperoxidation in
Lebermetastasen und metastasenfreien Leberanteilen beim
duktalen Pankreaskarzinom

441 EinfluR von Vitamin A auf die Lebermetastasierung und die hepatische

Lipidperoxidation

In zahlreichen tierexperimentellen, klinischen und epidemiologischen Studien konnte
der Einflud von Vitamin A auf die Pravention und Therapie neoplastischer

Veranderungen demonstriert werden.

Viele Studien berichten Uber inverse Zusammenhange zwischen Vitamin A-Aufnahme
und Pankreaskarzinominzidenz (146,154). Uberdies konnte auch in tierexperimentellen
Studien unserer Arbeitsgruppe die Pankreaskarzinominzidenz durch Verabreichung von
Vitamin A signifikant gesenkt werden (100% vs. 64%) (272).

In der vorgelegten Studie konnte die Lebermetastaseninzidenz eines duktalen
Pankreasadenokarzinoms durch Supplementierung von Vitamin A gesenkt werden. Als
einziges Vitamin konnte Vitamin A die Anzahl der Lebermetastasen pro Tier sowie die

Grolke der Metastasen signifikant reduzieren.

Unklar war bislang, ob Vitamin A, mittels Beeinflussung des oxidativen Status sowie der
proliferativen Kapazitat der Zellen, protektiv auf die Lebermetastasierung einwirken

kann.

In den tumorfreien Leberanteilen der BOP-Kontrollgruppe konnte man, verglichen mit
den nichtinduzierten Kontrollgruppen, einen Anstieg der SOD-Aktivitat beobachten.
Weiterhin stiegen die TBARS-Konzentrationen der verschiedenen Leberanteile, als

Indikator der Lipidperoxidation, signifikant um das etwa 30-fache verglichen mit den
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anderen Gruppen. In den Lebermetastasen der BOP-Kontollgruppe wurde wiederum
eine signifikant niedrigere TBARS-Konzentration als in den metastasenfreien Anteilen

nachgewiesen.

Im Zusammenhang mit der exzessiv gesteigerten Lipidperoxidation im Lebergewebe
der BOP-induzierten Tiere steht wahrscheinlich auch die SOD-Aktivitatserhbhung als
ein reaktives Geschehen im tumorfreien Gewebe. Ursachlich fur das Ansteigen des
oxidativen Stresses ist die BOP-Behandlung sowie die Hochfetternahrung der Tiere, da
hierbei die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen aktiviert wurde. Desweiteren
wurde auch die durch Szatrowski et al. beschriebene Wasserstoffperoxid-Produktion
von Tumorzellen ein Ansteigen des oxidativen Stresses in den Lebermetastasen
erklaren (235). Die endogene Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies steigert die
genetische Instabilitat von Tumorzellen und scheint mit der Malignitat eines Tumors zu
korrelieren. Kondo et al. vermuteten dartberhinaus, dal} persistierender oxidativer
Strel3 in der Tumorzelle die Zellproliferation und das Tumorwachstum stimuliert,

dagegen aber nicht in der Lage ist, eine Apoptose der Tumorzelle auszulésen (132).

Weiterhin konnte intrametastatisch ein signifikanter Aktivitdtsabfall der SOD bzw.
GSHPX im Vergleich zum freien Gewebe der BOP-Kontrollgruppe beobachtet werden.
Schon 1979 wurde von Oberley et al. Uber geringere Mangan-SOD-Aktivitaten in
Tumorzellen berichtet, die Aktivitaten der Cu/Zn-SOD und GSHPX schienen jedoch
variabel zu sein (170). Diese Beobachtungen uber unterschiedliche Enzymaktivitaten
wurden ebenfalls durch andere Studien bestatigt (242). Sun et al. postulierten, daf® die
Tumorzelle Uber weniger mRNA zur Synthese von Proteinen verfigt und somit
geringere SOD-Aktivitaten resultieren kdnnen (171). Allerdings wird die Frage in der
Literatur kontrovers diskutiert, inwieweit diese abnormen Regulationsmechanismen der
antioxidativen Systeme Ursache oder Folge der malignen Transformation der Zelle

darstellen.

Verglichen mit dem tumorfreien Gewebe der BOP-Kontrollgruppe konnten trotz der
geringeren antioxidativen Enzymaktivitat erniedrigte Lipidperoxidationsparameter in den
Lebermetastasen festgestellt werden. Es ist zu vermuten, da® Tumorzellen weitere
alternative Mechanismen bei der Abwehr freier Radikale besitzen. Die Verminderung
des oxidativen Stresses verglichen mit tumorfreien Gewebe ladt sich vermutlich auf
weniger ungesattigte Fettsauren in der Tumorzellmembran, erniedrigte Cytochrom-

P450-Aktivitat sowie erhohte alternative antioxidative Mechanismen in den

115



Lebermetastasen zurlckfihren (44). Desweiteren berichten Cheeseman et al. Uber
erhohte o-Tocopherol-Konzentrationen in Membranen von Hepatomzellen und

begrinden dadurch das geringere Ausmal} von Lipidperoxidation in Tumorzellen (44).

Nach Supplementierung von Vitamin A bei den gesunden Tieren blieb die GSHPX-
Aktivitat gegenuber den nicht induzierten, nicht therapierten Tieren unverandert.
Dagegen stieg die SOD-AKktivitat signifikant an. Aulerdem kam es unter Vitamin A-
Therapie bei den BOP-induzierten Tieren zur exzessiven Aktivitatssteigerung der SOD
auf das etwa 10-fache verglichen mit den Vitamin A-supplementierten, nicht induzierten
Tieren. Die GSHPX-Aktivitat der Vitamin A-therapierten, BOP-induzierten Tiere war
sowohl im freien als auch im metastatischen Gewebe ebenfalls signifikant erhoht.

Hierdurch unterschied sich diese Gruppe deutlich von der BOP-Kontrollgruppe.

Laut Oberley et al. korreliert die Invasivitat eines Tumors mit der SOD-Aktivitat in der
Zelle (171). Diese Behauptung konnte jedoch, hinsichtlich auf die signifikant erhohten
SOD-Werte der Vitamin A-therapierten, induzierten Gruppe und erniedrigter

Metastasierungsinzidenz, durch unsere Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Uberdies konnte in diversen Zellkulturen das Wachstum von Tumorzellen durch einen
exzessiven Aktivitatsanstieg der Mangan-SOD gehemmt werden (171). Die genauen
Wirkmechanismen der Wachstumsinhibition auf Zellen bei Uberexpression der SOD,
scheinen noch nicht geklart. Vermutlich akkumuliert das Reaktionsprodukt
Wasserstoffperoxid durch die gesteigerte Enzymaktivitat (57). Dies fuhrt widerum zu
einem prooxidativen / antioxidativen MiRverhaltnis mit BeeinfluBung diverser

Stoffwechselprozesse.

Bezuglich Oberley et al. kdnnten die exzessiv erhdhten SOD-Aktivitaten der Vitamin A-
therapierten, induzierten Gruppe in unserem Versuch ebenso zur Wachstumshemmung
der Tumorzellen im Lebergewebe beigetragen haben (171). Moglicherweise kam es
hierdurch auch zu der signifikanten Erniedrigung der Lebermetastasengrofle sowie
Metastasenanzahl pro Tier unter Vitamin A-Therapie. Infolge der SOD-
Aktivitatserhohung  kommt es  zur  Akkumulation des  Reaktionsprodukts
Wasserstoffperoxid. Dies wiederum konnte den Anstieg der GSHPX-Aktivitat in dieser
Gruppe, als ein reaktives Geschehen auf ein gesteigertes Substratvorkommen,

erklaren.

Desweiteren kam es bei den Vitamin A-supplementierten, gesunden Tieren zu einem
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signifikanten Konzentrationsanstieg der TBARS, so dal} sogar die Werte der BOP-
induzierten sowie Vitamin A-therapierten Gruppe unter ihnen lagen. Allerdings bleibt
dieser Konzentrationsanstieg durch die alleinige Gabe von Vitamin A in der Vitamin A-
supplementierten, gesunden Gruppe unverstandlich und kann wahrscheinlich als ein

Artefakt gewertet werden.

Vergleicht man die gemessenen Enzymaktivitaten sowie TBARS-Konzentrationen
zwischen metastasenfreien Leberanteilen und Lebermetastasen, kann man auch in der
Vitamin-A-therapierten, induzierten Gruppe bei jedem Parameter signifikant niedrigere
Werte in den Lebermetastasen konstatieren. Diese Tendenz laf3t sich auch in der BOP-

induzierten Gruppe feststellen.

Vergleicht man widerum die TBARS-Konzentrationen der BOP-Kontrollgruppe mit den
induzierten, Vitamin A-therapierten Tieren, scheint es nach Vitamin A-Gabe zur
Herabsetzung der Lipidperoxidation gekommen zu sein. Unsere Ergebnisse bestatigen
den antioxidativen Wirkmechanismus von Vitamin A. Es ist also in der Lage, toxische
Sauerstoffprodukte im Lebergewebe zu neutralisieren und somit die Hepatozyten vor
oxidativen Schaden zu schiutzen. Beispielweise konnten Kensler et al in Versuchen an
Leukozyten demonstrieren, daf} Vitamin A die durch Phorbolester-induzierte Formation

reaktiver Sauerstoffverbindungen herabsetzen kann (124).

Desweiteren ware die BeeinfluBung der Metastasierung auch durch direkte antioxidative

Wirkmechanismen des Vitamin A auf die Tumorzellen denkbar.

Aus dem intrametastatischen TBARS-Konzentrationsabfall und den gesteigerten
Enzymaktivitaten unter Vitamin A-Therapie ist ersichtlich, daf3 der oxidative Strel3
reduziert wurde. In-Vitro-Versuche an Walker Sarkomzellen (260) zeigten, dal}
Tumorzellen durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies Endothelzellen
schadigen und somit den Metastasierungprozeld begunstigen. Desweiteren behaupten
Toyokuni et al.,, dal® reaktive Sauerstoffspezies verschiedene Proteaseinhibitoren
inaktivieren. Hierdurch soll die Aktivitat von einigen Proteasen angeregt werden,
welches wiederum die Invasivitat von Tumorzellen erleichtert (260). Folglich kénnte die
eingeschrankte Formation reaktiver Sauerstoffspezies durch Vitamin A die Invasivitat

eines Tumors reduzieren.

Die Ergebnisse lassen weitergehend vermuten, da® die protektive Wirkung auf die

Lebermetastasierung, von der Lipidperoxidation abgesehen, mittels alternativer
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Mechanismen des Vitamin A zu begriinden ist. Die folgenden Forschungsergebnisse
weisen darauf hin, da® Vitamin A auf zellularer Ebene in diverse Bereiche eingreift und

hierdurch auch die Manifestation von Lebermetastasen beeinflussen konnte.

Neben seiner antioxidativen Fahigkeit zeigte Vitamin A beispielsweise eine protektive
Wirkung auf die interzellulare Kommunikation von Hepatozyten. Die sog. gap-junctions
sind fur die Zellkommunikation und Adhasion bedeutsam. Hierdurch kommt es zum
Austausch von Faktoren, die das Wachstum und die Differenzierung der
Zellgemeinschaft regulieren. Sowohl Retinol als auch Retinsaure steigerten in
Zellsystemen die Produktion von gap-junctions durch Erhohung der Connexin-Synthese
(278). Desweiteren postulierten Madani et al. einen inversen Zusammenhang zwischen
Ansteigen der interzellularen Kommunikation durch Vitamin A und Wachstum von

transformierten Zellen.

Demzufolge konnte auch in unserem Versuch die durch Vitamin A verbesserte
interzellulare Kommunikation dem unkontrollierten Wachstum von Tumorzellen im

Lebergewebe entgegenwirken.

Ein weiterer moglicher Angriffspunkt auf pathophysiologische Veranderungen der Zelle,
der auch die Metastasierung beeinflussen kénnte, ist die Modulation der Zelloberflache
durch Retinsaure. Bei in vitro Studien mit Melanom-Zellen konnten Lotan et al. zeigen,
dal Retinsaure die Aktivitat der Sialyltransferase steigert, somit eine erhdhte
Glykosylierung von  Zelloberflachen-Sialoglykoproteinen  bewirken kann und
wachstumshemmende Effekte aufweist (148). Die Zell-Zell-Erkennung st
weitestgehend in der Struktur von Proteinen sowie Glykoproteinen begrindet. Durch
Veranderungen bei Tumorzellen scheint die Kontaktinhibition zu entfallen, welches zur

Stimulation des irregularen Wachstums fuhrt.

Die bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse weisen uberdies auf die bedeutende
Rolle des Vitamins A in der Regulierung zellularer Enzymaktivitaten, welche
Proliferation und Differenzierung normaler und maligner Zellen kontrollieren, hin (234).
Dieser EinfluR wird hauptsachlich auf nukleare Effekte zurlckgefihrt. Im Cytosol
existieren spezifische Bindungsproteine, die den Einflul von Vitamin A auf die
Genexpression steuern. Diese Beeinflussung wird Uber die Bindung an nukleare

Rezeptoren vermittelt, die zur Steroid / Thyroid-Hormonfamilie gehéren.

Durch die Gabe eines Vitamin A-Analogons konnte beispielsweise in-vitro die Aktivitat
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der Proteinkinase C vermindert werden. In einer Studie von Anderson et al. an
embryonalen Karzinomzellen wurde festgestellt, dal} die durch Phorbolester induzierte
Aktivierung der Proteinkinase durch Retinsaure inhibiert wurde (2). Eine erhodhte
Proteinkinase C-Aktivitat stimuliert vor allem die Proliferation von Zellen und scheint
somit die Promotion von Tumoren zu beeinfluBen (281). Desweiteren vermag Retinol,
ahnlich dem o-Tocopherol, kompetetiv die LOX zu hemmen (144). Insofern kann
Vitamin A auch auf dieser Ebene die Eikosanoidsynthese modulieren und die

Lipidperoxidation senken.

Uberdies zeigte Vitamin A wachstumshemmende Einflisse auf Tumorzelllinien mittels
Induktion der Apoptose (162). In Studien von Zhang et al. konnten diese
Beobachtungen gleichfalls bestatigt werden (286).

Manche Autoren diskutieren weiterhin stimulierende Einflisse von Vitamin A auf das
Immunsystem, welche vor allem die Ausbreitung von Tumorzellen im Lebergewebe

verhindern konnten.

Offensichtlich ist Vitamin A fir die regelrechte Funktion und die strukturelle Integritat
des Lebergewebes von wesentlicher Bedeutung. Im Hinblick auf den komplexen
Metastasierungsprozeld scheinen besonders die zellularen Abwehr- bzw.
Regenerationsmechanismen der Hepatozyten bei verstarkter Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen auf eine ausreichende Verfigbarkeit von Vitamin A

angewiesen.

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren, dall Vitamin A mittels seiner
unterschiedlichen EinfluBnahme auf nuklearer sowie extranuklearer Ebene der Zelle

protektiv auf die Lebermetastasierung eines Pankreaskarzinoms gewirkt haben kénnte.

Im Vergleich zu den anderen Vitaminen zeigte Vitamin A sowohl im Einfluk auf die
Inzidenz von Pankreaskarzinomen als auch von Lebermetastasen die hochste
Wirksamkeit.

Durch Appel (6) wurde ebenfalls der Einfluld von Vitamin A bzw. C, E und Selenium auf
das Tumorwachstum des Primartumors des duktalen Pankreaskarzinoms des
Syrischen Hamsters evaluiert. Entgegen den eigenen Studienergebnissen wurde hier

keine Inhibition des Tumorwachstums des Primartumors beobachtet.

Obwonhl es sich bei der Studie von Appel um eine Langzeitstudie Uber eine Dauer von
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386 Tagen handelt, wurde hier der Einflud der Therapie auf die Lebermetastasierung
nicht untersucht. In der Methodik wird lediglich beschrieben, dal3 nach der Autopsie das
Pankreas eines jeden Tieres komplett histologisch analysiert wurde. Zwar wurde die
Leber der Tiere ebenfalls enthommen, zur Inzidenz oder GroRe etwaiger
Lebermetastasen wird jedoch nicht Stellung genommen. Nach einer Studiendauer von
386 Tagen erscheint es jedoch unwahrscheinlich, daf® in diesem chemisch induzierten
Tumormodell eines duktalen Pankreaskarzinoms keine Lebermetastasen aufgetreten

sind.

4.4.2 EinfluB von Vitamin C auf die Lebermetasierung und die hepatische

Lipidperoxidation

Vitamin C gehoért zu den wichtigsten alimentaren Redoxsystemen im menschlichen
Organismus. Mit Vitamin E steht es in einem engen Zusammenspiel bei der Abwehr
reaktiver Sauerstoffradikale. Als wasserlosliches Antioxidanz neutralisiert Vitamin C
uberwiegend in der hydrophilen Phase von extra- und intrazellularen Flussigkeiten eine
Reihe von reaktiven Sauerstoffspezies, wie z.B. Wasserstoffperoxid und das Superoxid-
Anion (76). Zusatzlich dient Vitamin C der Regeneration von Tocopherol aus dem

Tocopheryl-Radikal.

Eine Vielzahl epidemiologischer Studien haben Uber einen direkten Zusammenhang
zwischen Inzidenz eines Pankreaskarzinoms und Aufnahme von Ascorbinsaure
berichtet (199). Am Tiermodell des Syrischen Goldhamsters konnte ebenfalls die
Pankreaskarzinominzidenz durch Supplementierung von Vitamin C signifikant erniedrigt
werden (272).

Uber den EinfluR von Vitamin C auf die Lebermetastasierung eines Pankreaskarzinoms

finden sich in der Literatur jedoch keine Angaben.

In diesem Versuch kam es durch Supplementierung von Vitamin C zu einer erniedrigten
Inzidenz von Lebermetastasen. Verglichen mit Vitamin A bzw. E war sie jedoch nicht
signifikant. Bezuglich der Anzahl an Lebermetastasen pro Tier sowie der GrofRe der
Metastasen konnte im Vergleich zur BOP-induzierten Gruppe kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Schon nach Vitamin C-Verabreichung bei den gesunden Tieren konnte man ein
Ansteigen der SOD-Aktivitat feststellen. Auffallig war, dall die SOD-Aktivitat dieser
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Gruppe auch gegenuber der BOP-Kontrollgruppe signifikant erhéht war. Im Gegensatz
dazu wurden bei der GSHPX-Aktivitdt sowie der TBARS-Konzentration keine
Veranderungen festgestellt. Ahnlich dem Vitamin E konnte nach Vitamin C-
Supplementierung der induzierten Tiere ein signifikantes Ansteigen der SOD bzw.
GSHPX-Aktivitat verglichen mit der BOP-Kontrollgruppe verzeichnet werden. Der
Aktivitatsunterschied zwischen dem tumorfreien sowie metastatischen Gewebe war

dabei jedoch nicht signifikant.

Uberdies kam es durch Vitamin C zu einer signifikanten Erniedrigung der TBARS-

Konzentration im Lebergewebe der induzierten Tiere.

Anscheinend konnte Vitamin C durch seine antioxidativen Fahigkeiten die durch BOP-
Behandlung und Hochfetternahrung forcierte Lipidperoxidation sowohl im extra- als
auch im intrametastastischen Gewebe reduzieren. Unsere Ergebnisse, bezogen auf die
antioxidativen Eigenschaften des Vitamin C, finden sich in der Literatur bestatigt. Frei et
al. bezeichnen beispielsweise Ascorbinsaure als effektivstes hydrophiles Antioxidanz,
welches vor allem in der Initiationsphase die Membranlipide vor Peroxidation schutzen
kann (76). Insofern konnten vor allem die das metastatische Gewebe umgebenden
Hepatozyten durch Vitamin C vor dem Angriff reaktiver Sauerstoffverbindungen

geschutzt werden und dem Metastasierungsprozel} protektiv entgegen wirken.

Neben der antioxidativen Wirkung von Vitamin C im tumorfreien Gewebe ist die
EinfluBnahme auf die Metastasierung auch durch direkte intrametastatische Effekte
denkbar.

Aufgrund der signifikanten Erniedrigung der Lipidperoxidation und der Steigerung der
Enzymaktivitat in den Lebermetastasen durch Ascorbinsaure kdnnten hierbei die durch
Shaughnessy et al. beschriebenen Folgereaktionen verhindert werden und die

Invasivitat des Tumors reduzieren (229).

Uberdies haben manche Autoren, abgesehen von den antioxidativen Fahigkeiten des
Vitamin C, auch direkte antiproliferatorische Wirkungen auf Tumorzellen beschrieben.
Die dargelegten Mechanismen konnten vermutlich auch in diesem Versuch den Einfluf

auf die hepatische Manifestation von Metastasen erklaren.

Prasad et al. haben beispielsweise direkte zytotoxische Effekte der Ascorbinsaure auf
Neuroblastomzelllinien dargestellt (189). In Tumorzellen stellten sie eine besonders

hohe Ansammlung an Ascorbinsdure fest. Sie postulierten daraufhin, dal3 hohe
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Konzentrationen an Vitamin C in vitro die Katalaseaktivitdt hemmen und durch die
Akkumulation von Wasserstoffperoxid in der Tumorzelle der Zelltod ausgelost wird.
Aufgrund des homoostatischen Gleichgewichts waren normale Zellen dagegen nicht
betroffen. Insofern waren auch direkte zytotoxische Effekte des Vitamin C in den

Lebermetastasen denkbar.

Daruberhinaus postulierten Cameron et al., daly Vitamin C fur die Synthese des sog.
physiologischen Hyaluronidaseinhibitors (PHI) notwendig ist (40). Die Freisetzung von
Hyaluronidase soll die Zellproliferation initieren. Demzufolge kann Vitamin C auch auf

dieser Ebene Einflu® auf die Proliferation von Tumorzellen nehmen.

Eine weitere bedeutende Rolle spielt Vitamin C in der Kollagenbiosynthese. Ein Mangel
an Vitamin C reduziert die Bildung von Hydroxyprolin und Hydroxylysin und hat somit
die Instabilitat der Kollagenhelix zur Folge. In Untersuchungen an Fibroblasten konnten
Dell’Orco et al. nachweisen, dal® Ascorbinsaure stimulierend auf die Kollagensynthese
wirkt (280). Die stabilisierenden Effekte des Vitamin C auf die extrazellulare Matrix und
damit auch der Integritat, konnten vermutlich auch in unserem Versuch die Invasivitat

des Tumors herabgesetzt haben.

Einige Studien haben desweiteren eine gesteigerte chemotaktische Aktivitat sowie
leukozytare Phagozytoseaktivitdt nach Vitamin C-Supplementierung demonstrieren
konnen (218,227). Bezogen auf unseren Versuch, konnte Vitamin C im Lebergewebe
die Motilitat und Phagozytoseaktivitat der Kupfferschen Zellen erhoht und der

Manifestation von Metastasen entgegen gewirkt haben.

Umstritten ist nach wie vor die klinische Relevanz der immunstimulierenden Wirkung
der Ascorbinsaure. Nach Verabreichung von Ascorbinsaure konnte ein Anstieg in den
Serumkonzentrationen von IgA, IgM, IgG sowie einiger Komplementfaktoren
verzeichnet werden (227). Diese Beobachtungen lassen eine Schlisselrolle des Vitamin
C in der Immunglobulinsynthese vermuten. Desweiteren postulierten Cameron et al.,
dald ein hoher Ascorbinanteil in Lymphozyten mit einer gesteigerten Immunkompetenz
korreliert (40). Bekanntlich agiert ein gestarktes Immunsystem gegen das Uberleben
sowie das Wachstum von neoplastischen Zellen und kdnnte auch in diesem Versuch in

einer eingeschrankten Lebermetastasierung resultieren.

Die dargestellten Einflisse des Vitamin C auf diverse zellulare Ebenen kénnten

vermutlich auch in unserer Studie fur die Erniedrigung der Metastasierungsinzidenz
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verantwortlich sein.

Im Vergleich zu Vitamin A und E zeigte Vitamin C jedoch die geringste Wirkpotenz auf
die Lebermetastasierung eines Pankreaskarzinoms. Die Beeinflussung der hepatischen
Metastasenmanifestation unter Vitamin C-Therapie konnte nur tendenziell demonstriert
werden, die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant. Denkbar ware der Aufbau
einer neuen Studie Uber den mdglichen EinfluR verschiedener Vitamin C-Dosierungen

auf den Metastasierungsprozeld des Pankreaskarzinoms.

443 EinfluB von Vitamin E auf die Lebermetastasierung und die hepatische

Lipidperoxidation

Die Bedeutung von Vitamin E in der Karzinogenese sowie in der Pravention und bei der
Therapie von Tumorerkrankungen ist in vielerlei Hinsicht noch unklar. Aufgrund der
zentralen Rolle von Sauerstoffradikalen in der Karzinogenese gibt es auch fur Vitamin E
Hinweise auf eine protektive Wirkung (280). Als lipophiles Agenz ist Vitamin E in der
Lage, besonders die Membransysteme der Zelle mit ihrem hohen Gehalt an leicht
oxidierbaren mehrfach ungesattigten Fettsauren vor der Entstehung von Lipidperoxiden

zu schuitzen.

In verschiedenen Studien wurde Uber einen einen mdglichen Zusammenhang zwischen
niedriger Vitamin E-Aufnahme und erhohtem Pankreaskarzinomrisiko berichtet (130).
Auch in tierexperimentellen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte die
Pankreaskarzinominzidenz durch Supplementierung von Vitamin E erniedrigt werden
(272). Inwiefern nun auch Vitamin E einen antiproliferativen Einflud auf die
Lebermetastasierung eines Pankreaskarzinoms hat, sollte in diesem Versuch geklart

werden.

Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikante Erniedrigung der Inzidenz von
Lebermetastasen eines Pankreaskarzinoms nach Supplementierung von Vitamin E. In
Bezug auf die Anzahl und GroRRe der Lebermetastasen konnte hingegen nur ein

geringer Einflul von Vitamin E festgestellt werden.

Unter Vitamin E-Therapie konnte das Ausmal} der Lipidperoxidation im Lebergewebe
reduziert werden. Bereits nach Supplementierung von Vitamin E der nicht induzierten
Gruppe konnte, im Gegensatz zur GSHPX-Aktivitat, ein signifikanter Anstieg der SOD-
Aktivitat verzeichnet werden. Auffallig ist, da® die SOD-Aktivitat dieser Gruppe auch
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gegentber der BOP-Kontrollgruppe signifikant erhoht ist. Die TBARS-Konzentration

blieb nach Vitamingabe in der nicht induzierten Gruppe dagegen unverandert.

Die Vitamin E-Therapie der BOP-induzierten Gruppe lie3 die SOD-Aktivitat im
tumorfreien Lebergewebe weitestgehend unbeeinflult, die GSHPX-Aktivitat wurde
jedoch gesteigert. In den Lebermetastasen konnte im Vergleich dazu unter Vitamin E-
Therapie ein signifikanter Aktivitdtsanstieg der SOD sowie der GSHPX festgestellt
werden. Vergleicht man die Enzymkonzentrationen sowie die TBARS-Konzentration
zwischen den tumorfreien und metastastischen Lebergewebe der Vitamin E-

therapierten, induzierten Gruppe kann man keinen signifikanten Unterschied feststellen.

Sowohl intra- als auch extrametastatisch konnte die TBARS-Konzentration durch

Vitamin E signifikant gesenkt werden.

Das Ausmal} der Lipidperoxidation nach Vitamin E-Supplementierung wurde demnach
sowohl im metastasenfreien Gewebe als auch in den Lebermetastasen reduziert. Es ist
ersichtlich, daf} Vitamin E keine selektive Wirkungsweise besitzt. Die EinfluBnahme von
Vitamin E auf den Metastastasierungsprozel3 koéonnte entweder auf das

extrametastatische Gewebe oder direkt auf die Lebermetastasen abzielen.

Vorstellbar ware, dal} Vitamin E besonders die Membransysteme der Hepatozyten vor
Lipidperoxidation schitzt, sowie die Aktivitat der antioxidativ wirkenden Schutzenzyme
anregt. Untersuchungen haben gezeigt, dal3 1mol a-Tocopherol 220mol PUFA der
Mikrosomenmembran vor der Lipidperoxidation schatzt (47). Weiterhin werden direkt
stabilisierende Einflisse auf Membranen angenommen. Laut Isliker et al. konnten durch
ao-Tocopherol die Mitochondrienmembranen von Ratten stabilisiert und vor dem
oxidativen Angriff polymorphkerniger Leukozyten geschitzt werden (104). In einer
Studie von Yano et al. hemmte Vitamin E zusatzlich die Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies aus aktivierten Makrophagen und reduzierte somit direkt den
oxidativen Angriff auf Zellen (281). Folglich ware auch eine inhibierende Wirkung auf die
Radikalformation von Kupfferschen Zellen durch Vitamin E denkbar. Die hierdurch
resultierende Verringerung des oxidativen Stresses fur das umgebene Gewebe konnte
ferner die signifikant erniedrigte TBARS-Konzentration im Lebergewebe der Vitamin E-

therapierten, induzierten Gruppe erklaren.

Uberdies konnte auch fir Vitamin E eine protektive Wirkung auf die interzellulare

Kommunikation von Hepatozyten nachgewiesen werden (218). Die sog. gap-junctions

124



ermdglichen den interzellularen Stoffaustausch und spielen eine bedeutende Rolle bei
der Homoostase sowie Wachstumskontrolle der Zelle. Als Antioxidanz schutzt Vitamin
E vor dem oxidativen Angriff reaktiver Sauerstoffradikale an gap-junction-Proteinen.
Intakte hepatozellulare Zell-Zell-Verbindungen verhindern wiederum das autonome

Wachstum von Tumorzellen im Lebergewebe.

Weiterhin konnte die erhohte extrametastatische Aktivitdt der GSHPX der Vitamin-
therapierten, induzierten Gruppe einen weiteren Schutzmechanismus der Hepatozyten
darstellen. Manche Autoren vermuten eine regulierende Wirkung der GSHPX auf die
Aktivierung des Nuclear Factor kB (NF-xB), sowie der Aktivitat der COX und LOX, der
Schlusselenzyme der Eikosanoidsynthese (33). Hierdurch konnten weitere

wachstumsfordernde Signale flir die normale Zelle herunter geregelt werden.

Darlberhinaus ware die BeeinfluBung der Lebermetastasierung uber die direkte

Wirkung des Vitamin E auf die Tumorzellen denkbar.

Anhand des Aktivitatsanstiegs der antioxidativen Enzyme SOD bzw. GSHPX und der
gesunkenen TBARS-Konzentration nach Vitamin E-Supplementierung ist zu vermuten,
dall der oxidative Streld in den Lebermetastasen herabgesetzt wurde. Aufgrund der
reduzierten Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies kdnnten hierbei die durch
Shaughnessy et al. beschriebenen Folgereaktionen verhindert werden und den
inhibierenden Einflul® von Vitamin E auf die hepatische Manifestation von Metastasen
erklaren (229).

Manche Autoren vermuten uber die antioxidative Wirkung hinaus weitere direkte
antiproliferatorische Effekte des Vitamin E auf nuklearer sowie extranuklearer Ebene.
Diese alternativen Wirkungsweisen konnen weitere protektive Effekte von Vitamin E in

Bezug auf die Lebermetastasierung erklaren.

So st Vitamin E an der Regulierung bestimmter Enzyme bei Signal-
transduktionsvorgangen uber biologische Membranen beteiligt (157). Beispielweise soll
es posttranskriptionale stabilisierende Effekte auf die mRNA des antioxidativen Enzyms
GSHPX besitzen (211).

Die Reduzierung der Inzidenz von Lebermetastasen konnte ebenso in der direkten
Hemmung der Proteinkinase C-Aktivitat sowie der Expression von c-myc und dem H-
ras-Onkogen durch Vitamin E begrindet sein (188). Diese intrazellularen Signale

spielen eine wichtige Rolle in der Wachstumskontrolle von Zellen. Sigounas et al.
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konnten in Untersuchungen an Zellinien durch Vitamin E Apoptose von Karzinomzellen
induzieren und somit die Zellproliferation hemmen (231). Auch hierbei wird ein
Zusammenhang zwischen der Hemmung der Proteinkinase C-Aktivitat und der

Apoptoseinduktion angenommen.

Ferner wird von Simmions-Menchaca et al. postuliert, dal® Vitamin E Tumorzellen zur
Sekretion von Transforming Growth Factor-f (TGF-B) stimuliert. TGF-f fungiert als
wachstumshemmendes Signal in Zellen. AuRerdem inhibiert es die Phosphorylierung
und Aktivierung des Transkriptionsfaktors E,F, der wiederum eine wichtige Komponente

in der Regulation der Zellproliferation darstellt (232).

Neben seiner antioxidativen Eigenschaft verringerte Vitamin E auch die Bildung von
Thromboxan, 5-Lipooxygenase-Produkten und Prostaglandin E; jeweis in stimulierten
Thrombozyten, Neutrophilen sowie Makrophagen (43). Somit zeigte es auch
inhibierende Einflusse auf die Eikosanoidsynthese, welche weiterhin die Proliferation

und das Wachstum von Tumorzellen modifizieren kdnnten.

Desweiteren diskutieren manche Autoren eine stimulierende Wirkung von Vitamin E auf
das Immunsystem und somit mdglicherweise inhibierende Effekte auf den

Metastasierungsprozeld von Tumorzellen (172).

In vivo gibt es keine Hinweise auf wachstumshemmende Einflisse von Vitamin E auf
normale Zellen. Wahrscheinlich liegt dies am homdostatischen Gleichgewicht der Zelle,
welches die Akkumulierung von antiproliferatorisch wirkenden Konzentrationen des

Vitamin E im Gegensatz zur Tumorzelle verhindern kann (199).

Die dargelegten komplexen Einflisse des Vitamin E auf die Karzinogenese werden in
der Literatur unterschiedlich diskutiert und scheinen noch wenig Gberschaubar, um klare
Aussagen Uber dessen klinische Bedeutung machen zu kdonnen. Jedoch demonstrieren
die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dal3 Vitamin E durch seine diversen
Wirkungsmechanismen auf nuklearer sowie extranuklearer Ebene protektiv auf die
hepatische Manifestation von Metastasen eines duktalen Pankreaskarzinoms wirken

kann.
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4.5 EinfluBR von Celebrex (COX-2-Inhibitor) und Zyflo (5-LOX-
Inhibitor) auf die Lebermetastasierung und die hepatische
Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

Unter einer Hochfettdiat beobachteten wir eine erhdhte Lebermetastasierung beim
Pankreaskarzinom, die durch Veranderungen des Radikalenstoffwechsels bedingt zu
sein scheint (267,269). Da moglicherweise Co-Mechanismen zwischen dem
Radikalenstoffwechsel und der Eicosanoidsynthese bestehen (50,51,204), wird
Eicosanoiden eine wichtige Funktion in der Karzinogenese und der Metastasierung
zugesprochen. Daruberhinaus sollen Lipoxygenase-Produkte an der Metastasierung
beteiligt sein (50,196). Dementsprechend wurden tumorinhibierende Effekte bei der
Karzinogenese durch Hemmung des Eicosanoid-Stoffwechsels in verschiedenen in-vivo
und in-vitro-Untersuchungen beobachtet (153,244). Allerdings liegen bislang

diesbezuglich keine publizierten Daten hinsichtlich des Pankreaskarzinoms vor.

Im tumorfreien Lebergewebe beobachteten wir keine Veranderungen hinsichtlich der
GSHPX- beziehungsweise SOD-Aktivitat unter der Behandlung mit Celebrex oder Zyflo.
Sogar die TBARS-Konzentration, ein Parameter fur den Grad der Lipidperoxidation,
blieb unter dieser Therapie unbeeinflusst. Die Ergebnisse der genannten Parameter
auch nach einer Tumorinduktion ohne weitere Therapie bestatigen die bereits

publizierten Beobachtungen unter einer Hochfettdiat (261).

Die Einzeltherapie mit Celebrex oder Zyflo hatte keinen Einflu® auf die Inzidenz, Anzahl
oder GrolRe von Lebermetastasen. Allerdings wurde eine Reduktion aller 3 Parameter
durch die Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo erzielt. Darlberhinaus war die
Aktivitat der GSHPX und der SOD in nicht-metastatischem Lebergewebe unter dieser
Behandlung zweifach gegenuber der gesunden Kontroligruppe erhdht. Die
Konzentration der TBARS im nicht-metastatischen Lebergewbe war in dieser Gruppe
vergleichbar zu den Werten von ,gesunden® Tieren. Jedoch war die TBARS-
Konzentration in den Tumorgruppen ohne Therapie beziehungsweise unter der

Einzeltherapie mit Celebrex erhdht.

Moglicherweise starkte die Kombinationstherapie aus Celebrex und Zyflo die
antioxidative Abwehr in nicht-metastatischem Lebergewebe. Dieser Mechanismus
konnte das Lebergewebe gegenuber freien Radikalen geschitzt haben, die infolge der
Applikation einer Hochfettdiat und des Nitrosamins BOP im Rahmen der

Lipidperoxidation entstanden sind. Daher erscheint es madglich, dal® im nicht-
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metastasierten Lebergewebe die Metastasierung und das Tumorwachstum teilweise

durch die Inhibition der Eicosanoid-Synthese verhindert wurde.

Dartberhinaus waren die Aktivitdten der Lipidperoxidations-Schutzenzyme
intrametastatisch nach der Kombinationstherapie nicht erhdht. Dies fuhrte zu einer
Steigerung der intrametastatischen Lipidperoxidation (TBARS-Konzentration), die
wahrscheinlich fur Membranschaden von Metastasenzellen mitverantwortlich ist, und
uber einen Verlust von Zellintegritat zum Zelltod fuhrt (1,58,204).

Bei durch COX- und LOX-vermittelten Stoffwechselwegen sind zahlreiche Reaktionen
mit freien Radikalen involviert (53,204). Diesbezlglich wurde in mehreren Studien eine
Verminderung der Prostaglandine und Leukotriene nach Applikation antioxidativer
Vitamine beobachtet (221). Darlberhinaus wiesen Ding et al eine Induktion der
Apoptose nach einer Inhibition der Lipoxygenase beim Pankreaskarzinom nach (58).
Ferner berichtete Anderson (1) Uber eine Reduktion von PANC-1-Karzinomzellen nach
Behandlung mit 5-LOX-Inhibitoren. Allerdings konnten wir in der eigenen Studie an
Lebermetastasen diese Effekte unter der Behandlung mit 5-LOX-Inhibitoren nicht
beobachten. Anhand der eigenen Daten lasst sich jedoch feststellen, dald an einem
soliden Tumormodell eines Pankreaskarzinoms die Kombinationstherapie (COX-2/5-
LOX-Inhibitor) zu einer Verminderung des Tumorwachstums fuhrte. Da die Inhibition
eines Stoffwechselweges der Eicosanoid-Synthese zu einer Verstarkung alternativer
Metabolisierungswege fluhrt (51,153), erscheint es schllssig, dal} die selektive Inhibition
eines Eicosanoid-Stoffwechselweges bei in-vitro-Versuchen nicht vergleichbar mit der
Stoffwechsel-Situation in einem in-vivo-Modell ist. Daher wird vermutet, dal} die
selektive Hemmung der Prostaglandinsynthese zu einer vermehrten Bildung von
Leukotrienen fuhrt, die flr eine Férderung der Metastasierung verantwortlich sein sollen
(50). Demgegenulber soll die selektive Inhibition der Leukotrien-Synthese zu einer
verstarkten Prostaglandin-Synthese fuhren, die eine Steigerung der Karzinogenese und
des Tumorwachstums bewirken soll (153). Daher erscheint lediglich die kombinierte
Inhibition beider Stoffwechselwege eine sinnvolle Strategie zur Hemmung des
Tumorwachstums und der Lebermetastasierung darzustellen. In weiteren Studien
werden wir daher evaluieren, ob eine Korrelation zwischen den beobachteten
Veranderungen des Lipidperoxidationsstoffwechsels und den Konzentrationen der
Eicosanoid-Synthese-Produkte besteht. Moglicherweise stellt die kombinierte
hochselektive Hemmung der Eicosanoidsynthese einen neuen Therapieansatz zur

Verminderung der Lebermetastasierung beim Pankreaskarzinom dar.
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5 SchluBfolgerungen

Als Grundlage der beschriebenen Studien gelang uns zunachst die Reproduktion des
von Pour et al. (187) beschriebenen Tumormodells eines chemisch induzierten duktalen

Adenokarzinoms des Pankreas des Syrischen Goldhamsters.

Durch eine Modifikation der Ernahrung erzielten wir eine Steigerung der Inzidenz,

Groflle und Anzahl von Lebermetastasen in diesem Tiermodell.

Da die gesteigerte Lebermetastasierung unter einer Hochfettdiat mit einer erhdhten
Lipidperoxidation vergesellschaftet ist und fir viele andere Tumorentitaten ebenfalls
wachstums-, invasions- und metastasierungsfordernde Effekte einer Ernahrung mit
einer Hochfettdiat bekannt sind (11,18,31,45,106,113,114,205,208,209), erscheint die

Uberpriifung des Einflusses der Lipidperoxidation auch bei diesen Tumorarten sinnvoll.

Unter der medikamentésen Behandlung mit Octreotid und Tamoxifen beobachteten wir,
dafl® Octreotid sowohl die Anzahl makroskopischer Pankreaskarzinome als auch die
Anzahl und GroRe von Lebermetastasen pro Tier vermindert. Die Einzeltherapie mit
Tamoxifen beeinflul3te weder das Tumorwachstum des Primartumors noch dasjenige
der Lebermetastasen, das Ergebnis der Kombinationstherapie mit Octreotid und
Tamoxifen unterschied sich nicht von demjenigen der Einzeltherapie. Allerdings ist
bislang ungeklart, ob die Inhibition des Tumorwachstums rezeptorvermittelt oder indirekt

verursacht wird.

Unter der Therapie mit Vitamin A und Vitamin E beobachteten wir ebenfalls eine
erniedrigte Lebermetastasierung. Eine Behandlung mit Vitamin C hatte hingegen keinen
Einfluld auf die Lebermetastasierung. Die biochemischen Ergebnisse zeigen, daf® unter
Vitamin A und E die Aktivitat der antioxidativen Schutzenzyme erhoht sowie die
Lipidperoxidation (TBARS) sowohl intra- als auch extrametastatisch gesenkt wurde.
Moglicherweise fuhrte dieses Phanomen zu einer verminderten Lebermetastasierung.
Die Wirkungen der verschiedenen Vitamine werden in der Literatur jedoch
unterschiedlich diskutiert und scheinen noch wenig Uberschaubar, um klare Aussagen

uber deren klinische Bedeutung zu treffen.

Entsprechend der eigenen experimentellen Ergebnisse erscheint jedoch insbesondere
bei Patienten nach erfolgreicher Resektion eines Pankreaskarzinoms die

Supplementierung von Vitamin A und E zur Pravention von Lebermetastasen sinnvoll.
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Unter der Kombinationstherapie aus Celebrex und Zyflo beobachteten wir ebenfalls
eine Erniedrigung der Inzidenz, Anzahl und Grofle von Lebermetastasen. Die
Einzeltherapie mit Celebrex oder Zyflo hatte keinen Einflul auf die
Lebermetastasierung. Die  biochemischen  Ergebnisse zeigen, dalk die
Kombinationstherapie im extrametastatischen Lebergewebe zu einer Erhohung der
Lipidperoxidationsschutzenzyme GSHPX und SOD fuhrte, wahrend diese
intrametastatisch gegenuber den Kontrollgruppen erhoht waren. Daruberhinaus war die
Lipidperoxidation intrametastatisch erhoht. Der genaue Wirkungsmechanismus ist
ungeklart, allerdings erscheint die kombinierte selektive Inhibition der Leukotrien- und
der Prostaglandinsynthese zur Hemmung der Lebermetastasierung geeignet. Zur
Klarung des Wirkungsmechanismus erachten wir in weiteren Studien die biochemische
quantitative Untersuchung der Synthesehemmung der Prostaglandine und Leukotriene

fUr sinnvoll.

Zur Klarung der Klinischen Relevanz der eigenen experimentellen Ergebnisse
erscheinen klinische Studien, vor allem mit hoheren als den bisher verwendeten Dosen
sinnvoll. Hierbei sollte im Gegensatz zu den bisherigen Studien auch die Inzidenz und
der Entstehungszeitpunkt von Lebermetastasen als Zielkriterium gewahlt werden. Aus
den von uns tierexperimentell beschriebenen Auswirkungen auf die Lipidperoxidation

sollten drei Schluffolgerungen gezogen werden:

Es sollte tierexperimentell evaluiert werden, ob klinisch eingesetzte Kompositionen der
parenteralen Ernahrung (z.B. Eicosapentaensaure, Fischdl) ebenfalls wie die von uns
modifizierte Hochfettdiat die Lebermetastasierung beim duktalen Pankreaskarzinom

stimulieren

Es ist zu prufen, inwieweit oxidativer Stress und eine erhdhte Lipidperoxidation bereits
bei der Entstehung der Lebermetastasen oder auch des Primartumors von Bedeutung
sind und daher eine Therapie mit Radikalfangern oder antioxidativen Vitaminen sinnvoll

sein konnte.

Es sollte untersucht werden, ob Octreotid in den Zellen der Lebermetastasen selbst
enzymatische Wirkungen im Sinne von Desaturasen/Elongasen entfaltet oder ob es
sich um einen rezeptorgekoppelten Nebeneffekt durch Beeinflussung anderer
Metabolismen handelt. Es ist zu prufen, ob Octreotid in den metastasenfreien

Leberanteilen selbst eine antioxidative Potenz entfaltet oder ob es die antioxidativen
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Schutzmechanismen der Leberzellen aktiviert.

Es ist zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen den beobachteten Veranderungen
des Lipidperoxidationsstoffwechsels und den Konzentrationen der Eicosanoid-
Synthese-Produkte besteht.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund

Infolge des Fehlens geeigneter Screeningverfahren und klinischer Frihsymptome fur
das Pankreaskarzinom liegt bei Diagnosestellung haufig ein fortgeschritenes
Tumorstadium vor. Da die Chemo- und die Strahlentherapie nur geringe Ansprechraten
bei gleichzeitig starken Nebenwirkungen zeigen, betragt die mittlere Uberlebenszeit
nach Diagnosestellung eines Pankreaskarzinoms nur 3-5 Monate. Daher ist die
Entwicklung neuer Therapiekonzepte, die zu einer Verminderung des Tumorwachstums
beziehungsweise der Lebermetastasierung bei gleichzeitig geringen Nebenwirkungen

fUhren, dringend erforderlich.

Zur Evaluierung medikamentoser Behandlungskonezpte ist ein standardisiertes
Tiermodell erforderlich. Diesbezlglich kommt dem N-Nitrosobis-2-oxopropylamin
(BOP)-induzierten Pankreaskarzinom des Syrischen Hamsters aus zwei Grinden eine
herausragende Bedeutung zu. Einerseits entstehen in verhaltnismafig kurzer Zeit (ca. 7
Monate) bei nahezu 100% der Versuchtiere Pankreaskarzinome, desweiteren handelt
es sich bei den entstehenden Tumoren fast ausschlieRlich um duktale Adenokarzinome,
welche beim Menschen in etwa 80% der Falle auftreten. Daher sind die induzierten
Karzinome mit dem humanen Pankreaskarzinom gut vergleichbar. Um in erster Linie
fortgeschrittene Tumorstadien zu simulieren, war es notwendig, die in diesem
Tiermodell auftretende Lebermetastasierungsrate von 30-35% anzuheben. Dies gelang
durch eine diatetische Modifikation, indem der Rohfettanteil von 3,5% in
Hamsterstandardfutter auf 21,4% angehoben wurde. Die fuhrenden Komponenten
waren dabei Linolsdure und Linolensaure. Durch diese Modifikation wird eine

Lebermetastasierungsrate von bis zu 90% erreicht.

Da die gesteigerte Lebermetastasierung durch eine Anhebung des Rohfettanteils
bedingt war und an den teilweise bekannten tumorwachstumsfordernden Effekten
bestimmter Fettsduren auch die radikalen-induzierte Lipidperoxidation beteiligt zu sein
scheint und weiterhin eine Steigerung des oxidativen Stresses durch Nitrosamine wie
BOP bekannt ist, wurde in den hier vorgelegten Studien neben dem Einflul® der
Hochfettdiat und der medikamentosen Therapiekonzepte auf die Inzidenz, Anzahl und
Grolle von Lebermetastasen auch der EinfluR auf die Lipidperoxidation in den

Lebermetastasen und in metastasenfreien Leberanteilen untersucht.
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Folgende medikamentdose Behandlungskonzepte wurden von uns experimentell

evaluiert:
l. Octreotid und Tamoxifen

In verschiedenen Studien wurde unter der Therapie mit dem Somatostatinanalogon
Octreotid und dem Ostrogenantagonisten Tamoxifen sowohl eine Verbesserung der
Lebensqualitat als auch eine Verlangerung der Uberlebenszeit beim fortgeschrittenen
oder rezidivierten Pankreaskarzinom beobachtet. Hingegen wurden in anderen Studien
keine Auswirkungen einer Octreotidtherapie auf die Prognose oder die Lebensqualitat
beim Pankreaskarzinom nachgewiesen. Als mdgliche Ursache dieser unterschiedlichen
Ergebnisse wird in erster Linie die jeweils verwendete Dosis diskutiert. Weiterhin ist der
genaue Mechanismus der Octreotidwirkung beim Pankreaskarzinom bislang ungeklart,
da vor allem die Frage der Rezeptorexpression umstritten ist. Weiterfuhrende klinische
Studien mit Octreotid erscheinen daher ebenso notwendig wie eine Intensivierung der

Grundlagenforschung zur Octreotidwirkung beim Pankreaskarzinom.
Il. Vitamine A, Cund E

Aufgrund der zentralen Rolle von Sauerstoffradikalen in der Karzinogenese gibt es auch
fur die antioxidativen Vitamine Hinweise auf eine protektive Wirkung. Insbesondere
Vitamin A, C und E zahlen zu den bedeutendsten nichtenzymatischen Abwehr-
mechanismen, die gegen radikalinduzierte Schadigung schitzen. In zahlreichen
Studien wurde bisher der EinfluR von antioxidativ wirkenden Vitaminen auf den
oxidativen Status sowie die proliferative Kapazitat von Zellen diskutiert. Allerdings ist
ungeklart, inwiefern das Wachstum von Lebermetastasen uUber eine Reduktion der
Lipidperoxidation reduziert werden kann. Daher haben wir am Tiermodell eines soliden
duktalen Adenokarzinoms des Pankreas den Einflul® der antioxidativen Vitamine A, C

sowie E auf die Lipidperoxidation und die Lebermetastasierung untersucht.
lll. Celebrex und Zyflo

FUr das induzierte Pankreaskarzinom am Tiermodell konnten im Primartumor héhere
Konzentrationen der Prostaglandine 6-keto-PGF4, und PGF;, sowie des Thromboxans
TXB, im Vergleich zu normalem Pankreasgewebe des Hamsters nachgewiesen
werden. Daruberinaus wurde unter der Therapie mit den nicht-selektiven
Prostaglandinsynthesehemmern Phenylbutazon und Indometacin eine signifikant

geringere Inzidenz von Primartumoren im Tiermodell des Syrischen Goldhamster
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beschrieben. Der Wirkungsmechanismus der Prostaglandine auf die Karzinogenese
beim Pankreaskarzinom ist allerdings bislang ungeklart. Die Cyclooxigenase ist das
SchlUsselenzym der Prostaglandinsynthese und kommt in 2 Isoformen vor. Den durch
die Cyclooxygenase Il synthetisierten Prostaglandinen PGF;, und PGE, soll eine
bedeutende Rolle im Tumorstoffwechsel zukommen. Darlberinaus werden auch
karzinogene Effekte der Leukotriene diskutiert. Daher erschien es sinnvoll, im
Tiermodell den Einfluld einer selektiven Hemmung der Cyclooxygenase-2 und des 5-
Lipoxigenase sowohl auf die Inzidenz, Anzahl und Gro3e von Lebermetastasen und die

hepatische Lipidperoxidation zu untersuchen.

Material und Methoden:

. Das Hamstermodell des duktalen Pankreaskarzinoms

12 acht Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster wurden mit einer Standarddiat
mit einem Rohfettanteil von 3%(Soja-Ol) ernahrt. Bei allen Tieren erfolgten (iber 16
Wochen wochentliche subkutane interskapulare Injektionen von 10mg/kg Korpergewicht

N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP).

In der 16. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin getdtet. Das Korpergewicht und die Gewichte von Pankreas und Leber

wurden erhoben. Die Organe wurden histologisch untersucht.

ll. EinfluBR von o-Linolensdaure in Kombination mit Linolsaure auf die
Lebermetastasierung und die hepatische Lipidperoxidation beim duktalen

Pankreaskarzinom

60 acht Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster wurden in 4 Gruppen a 15
Hamster randomisiert. Bei Gr. 1 und 3 handelte es sich um Kontrollgruppen ohne
Tumorinduktion, bei Gr. 2 und 4 wurden Uber 13 Wochen wochentliche subkutane

Injektionen von 10mg/kg Korpergewicht BOP durchgefuhrt.

Die Tiere der Gr. 1 und 2 erhielten eine Standarddiat (SD), die 1,8% LA und 0,3% ALA
(ssniff Soest, Deutschland) enthielt. Die Tiere der Gr. 3 und 4 wurden mit einer
Hochfettdiat (HF) bestehend aus 11% LA und 2% ALA ernahrt.

In der 25. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin getdtet. Das Korpergewicht und die Gewichte von Pankreas und Leber

wurden erhoben, Pankreas und Leber wurden histologisch auf die Inzidenz von
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Pankreas- und Lebermetastasen beziehungsweise die Anzahl und Grofle von
Lebermetastasen untersucht. Daruberhinaus wurde der Einflud der Hochfettdiat auf den

Lipidperoxidationsstoffwechsel untersucht.

lll. EinfluBR von Octreotid und Tamoxifen auf das Tumorwachstum und die

Lebermetastasierung beim duktalen Pankreaskarzinom

60 mannliche 8 Wochen alte Syrische Goldhamster wurden in 4 Gruppen (n=15)
randomisiert: Gr.1: Kontrollgruppe; Gr.2: Therapie mit Octreotid; Gr.3: Therapie mit

Tamoxifen; Gr.4: Therapie mit Octreotid und Tamoxifen.

Bei allen Gruppen erfolgte eine Tumorinduktion durch eine wochentliche Uber 12
Wochen andauernde subkutane interskapulare Injektion von BOP. An die
Tumorinduktion schlold sich eine 12-wochige Therapiephase an, alle Tiere wurden
durch eine Hochfettdiat erndhrt. In diesem Zeitraum erhielten die Tiere der Gr. 1 0,5 ml
0,9% NaCl subkutan pro Woche, wahrend den Tieren der Gr. 2 0,4 ml Octreotid 4-
wochentlich injiziert wurden (LAR 20mg-Octreotid-retard, Novartis, Switzerland).
Daruberhinaus erhielten die Tiere der Gr. 3 10 mg Tamoxifen 3mal pro Woche oral. Die
Tiere der Gr. 4 wurden mit der Kombinationstherapie aus Octreotid und Tamoxifen in

0.g. Dosierung behandelt.

IV. EinfluB von Octreotid auf die Lebermetastasierung und die hepatische

Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

90 mannliche 8 Wochen alte Syrische Goldhamster wurden in 6 Gruppen (Gr.)
randomisiert (n=15): Gr. 1: Standardfutter (SF), & BOP, & Octreotid; Gr. 2: SF, BOP, &
Octreotid; Gr. 3: SF, BOP, Octreotid; Gr. 4: Hochfetternahrung (HF), & BOP, &
Octreotid; Gr. 5: HF, BOP, @ Octreotid; Gr. 6: HF, BOP, Octreotid. Uber den gesamten
Versuchszeitraum erhielten die Gr. 1-3 Hamsterstandardfutter (Rohfettanteil 3,5%),
wahrend die Gr. 4-6 mit einer Hochfettdiat ernahrt wurden (Rohfettanteil 21,4%). Im
Induktionszeitraum erhielten die Gr. 2, 3, 5 und 6 10mg/kg Koérpergewicht/Woche BOP
uber 12 Wochen injiziert, wahrend den Gr. 1 und 4 0,9%ige NaCl-Lésung injiziert
wurde. In der sich anschliellenden 12wochigen Therapiephase erhielten die Gr. 3 und 6
20mg LAR/4wdchentlich (Octreotid-Monatsdepot) injiziert, wahrend den Gr. 1, 2, 4 und
5 0,9%ige NaCl-Lésung injiziert wurde. In der 25. Woche wurde der Versuch beendet.
Die Lebermetastasierungsrate und die Anzahl pro Tier sowie die Grolle der

Lebermetastasen wurden festgestellt. In metastasenfreien Leberanteilen und in
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Lebermetastasen wurden die Konzentration von Lipidperoxidationsprodukten (TBARS,
Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen) und die Aktivitaten der Glutathionperoxidase
(GSHPX) und der Superoxiddismutase (SOD) gemessen.

V. EinfluB der antioxidativen Vitamine A, C und E auf die Lebermetastasierung
und die hepatische Lipidperoxidation in Lebermetastasen und metastasenfreien

Leberanteilen beim duktalen Pankreaskarzinom

Bei 60 mannlichen Syrischen Goldhamstern erfolgte die Induktion eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas mittels wochentlicher Injektion von 10mg BOP / kg
Kdrpergewicht (KG) Uber einen Zeitraum von 12 Wochen. Danach wurden die Tiere in 4
Gruppen (n=15) randomisiert. Schlielllich erfolgte die orale Supplementierung von
Vitamin A (0,25 mg/kg KG/die, Gr.6, n=15), Vitamin C (9 mg/kg KG/die, Gr.7, n=15),
Vitamin E (4 mg/kg KG/die, Gr.8, n=15), die tumorinduzierte Kontrollgruppe wurde nicht
therapiert. Weiterhin wurden 12 Wochen nach Versuchsbeginn 60 gesunde, nicht BOP-
induzierte Syrische Hamster in weitere 4 Gruppen randomisiert. Davon wurden 3
Gruppen (jeweils n=15) uber 12 Wochen in oben genannten Dosierungen mit den
Vitaminen A, C oder E therapiert. Die 4. Gruppe (Kontrollgruppe) blieb unbehandelt. In
der 25. Versuchswoche wurden die Tiere getdtet. Pankreas und Leber wurden

histologisch beziehungsweise biochemisch wie unter V. beschrieben untersucht.

VI. EinfluR von Celebrex und Zyflo auf die Lebermetastasierung und die

hepatische Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

120 mannliche Syrische Goldhamster wurden in 4 Kontrollgruppen (Gr.1-4) und 4
Tumorgruppen (Gr. 5-8) von jeweils 15 Hamstern randomisiert: Gr.1: keine Therapie;
Gr.2: Celebrex; Gr.3: Zyflo; Gr.4: Celebrex +Zyflo; Gr.5: keine Therapie; Gr.6: Celebrex;
Gr.7: Zyflo; Gr.8: Celebrex + Zyflo. Bei Gr. 5-8 erfolgte eine wdchentliche subkutane
Injektion von 10mg/kg/Korpergewicht BOP uber 16 Wochen zur Tumorinduktion. Ab der
17. Woche erfolgte eine 16-wochige medikamentdse Therapie. Hierbei erhielten die o.g.
Gruppen 7mg Celebrex (Pfizer, Zurich, Schweiz) und/oder 28mg Zyflo (Abbott, Chicago,
USA) oral. In der 33. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere getotet. Es

erfolgten histologische und biochemische Untersuchungen wie unter IV.
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Ergebnisse

|l. Das Hamstermodell des duktalen Pankreaskarzinoms

Bei 91% der Tiere wurden gut-differenzierte Primartumoren eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas nachgewiesen. Bei keinem Tier wurden
Lebermetastasen oder cholangiozellulare Karzinome beobachtet. Die Letalitat wahrend

des Versuches lag bei n=1.

ll. EinfluBR von o-Linolensdaure in Kombination mit Linolsaure auf die
Lebermetastasierung und die hepatische Lipidperoxidation beim duktalen

Pankreaskarzinom

Wahrend in Gr. 1 und 3 erwartungsgemal keine Pankreaskarzinome vorlagen betrug
die Inzidenz in Gr. 2 und 4 93,3% bzw. 100% (p<0,05). Es handelte esich

ausschlief3lich um duktale Adenokarzinome.

Die Inzidenz von Lebermetastasen betrug in Gr. 2 35,7% (n=5), wahrend sie in Gr. 4 mit
93,3% (n=14) erhdht war; alle Lebermetastasen warenMetastasen eines duktalen
Adenokarzinoms. Die durchschnittliche Anzahl und Gréle von Lebermetastasen pro
Tier war in Gr. 4 gegenuber Gr. 2 erhoht. Bezuglich der GSHPX-Aktivitat war kein
Unterschied zwischen Gr. 1 und 3 nachweisbar, wahrend die Aktivitat der GSHPX in Gr.
2 erniedrigt war. In Gr. 4 zeigte sich die niedrigste GSHPX-Aktivitat.Im Vergleich zu den
Gr. 1 und 3 war die SOD-AKktivitat in Gr. 2 und 4 erhoht. Die Lipidperoxidation (TBARS)
der Gr. 2 und 4 war im Vergleich zu Gr. 1 und 3 erhoht, in Gr. 4 war sie hoher als in Gr.
2.

lll. EinfluBR von Octreotid und Tamoxifen auf das Tumorwachstum und die

Lebermetastasierung beim duktalen Pankreaskarzinom

Die Versuchsgruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich der Inzidenz histologisch
nachgewiesener duktaler Adenokarzinome des Pankreas. Makroskopisch sichtbare
Pankreastumore wurden in Gr. 1 in 60% und in Gr. 3 in 53,3% der Falle nachgewiesen.
Die Inzidenz makroskopischer Tumore war in Gr. 2 (26,7%) und Gr. 4 (33,3%)
erniedrigt. Die durchschnittliche Anzahl von Lebermetastasen pro Tier war in der
Octreotid-Gruppe (Gr. 2: 1,91+0,26) und in der Gruppe der Kombinationstherapie
(Octreotid / Tamoxifen) im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Tamoxifen-Gruppe

erniedrigt. DarUberhinaus war die GroRe der Lebermetastasen in der Octreotid- und in
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der Octreotid-Tamoxifen-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Tamoxifen-

Gruppe reduziert.

IV. EinfluB von Octreotid auf die Lebermetastasierung und die hepatische

Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

Die Hochfetternahrung fluhrte gegenuber der Standardernahrung zu einer signifikanten
Steigerung der Lebermetastasierungsrate sowie der Anzahl und Grélke der
Lebermetastasen. Gleichzeitig war die Lipidperoxidation in metastasenfreien
Leberanteilen erhoht. Die Octreotidtherapie fuhrte bei beiden Ernahrungsformen zu
einer signifikanten Erniedrigung der Anzahl pro Tier und der GroRe der
Lebermetastasen, verglichen mit nicht therapierten Tieren. Gleichzeitig senkte Octreotid
die Lipidperoxidation in metastasenfreien Leberanteilen und fuhrte demgegenuber zu

einer signifikanten Steigerung der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen.

V. EinfluB der antioxidativen Vitamine A, C und E auf die Lebermetastasierung
und die hepatische Lipidperoxidation in Lebermetastasen und metastasenfreien

Leberanteilen beim duktalen Pankreaskarzinom

Wahrend die Inzidenz von Lebermetastasen eines Pankreaskarzinoms unter der
Therapie mit Vitamin A bzw. E verglichen mit der BOP-Kontrollgruppe signifikant
erniedrigt war (jeweils 44,4% vs. 86,7%, p<0,05), zeigte Vitamin C diesbezuglich einen
geringeren Einflud auf die Lebermetastasierung (50% vs. 86,7%). Die Groflde und
Anzahl der Lebermetastasen war unter der Therapie mit Vitamin A signifikant erniedrigt.
Unter den diversen Vitamintherapien kam es sowohl in metastasenfreien Leberanteilen
als auch in den Lebermetastasen zu Aktivitatserhohungen der SOD und GSHPX.
Uberdies konnte extra- sowie intrametastatisch im Lebergewebe der induzierten,
Vitamin-therapierten Tiere eine signifikante Erniedrigung der TBARS-Konzentrationen

verzeichnet werden.

VI. EinfluR von Celebrex und Zyflo auf die Lebermetastasierung und die

hepatische Lipidperoxidation beim duktalen Pankreaskarzinom

Wahrend die Letalitat in Gr. 1, 4 und 7 bei 0% lag, betrug sie in Gr. 3 6,7% (n=1), in Gr.
2 13,3% (n=2) und war in den Gr. 6 und 8 mit jeweils 26,7% (n=4) sowie in Gr. 5 mit
46,7% (n=7) erhodht. In den Kontrollgruppen 1-4 lagen erwartungsgemafl® keine
Pankreaskarzinome vor. In den Tumorgruppen 5-8 betrug die Inzidenz eines

Pankreaskarzinoms jeweils 100%. In Gr. 5 lagen bei allen Tieren Lebermetastasen vor.
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Wahrend sich die Inzidenz von Lebermetastasen zwischen Gr. 6 (90,9%) und Gr. 7
(86,7%) nicht unterschied, war sie unter der Kombinationstherapie in Gr. 8 (54,5%)

erniedrigt.

Wahrend sich Gr. 5-7 nicht hinsichtlich der Anzahl und GroRe von Lebermetastasen
unterschieden, waren beide Parameter unter der Kombinationstherapie (Gr. 8)
erniedrigt. Im extrametastatischen Lebergewebe bestand hinsichtlich der Aktivitat der
GSH-Px zwischen den Gr. 1-4, 6 und 7 kein Unterschied. Die niedrigste GSH-Px-
Aktivitat wurde in  Gr.5 beobachtet, die hochste Aktivitdt lag unter der
Kombinationstherapie (Gr.8) vor. Intrametastatisch unterschied sich die Aktivitat der
GSH-Px der Gr. 6 und 7 nicht, hingegen war sie in Gr. 6 und 8 erniedrigt. Bei Vergleich
der intrametastatischen und der extrametastatischen GSH-Px-Aktivitat der Gr. 5-8
zeigte sich kein Unterschied in Gr. 5, wahrend sie in den Gr. 6-8 intrametastatisch

erniedrigt war.

Extrametastatisch bestand hinsichtlich der SOD-Aktivitat kein Unterschied zwischen
den Gr. 1-3, 5-7. Allerdings war sie in Gr. 4 erhoht, wahrend wir die hochste Aktivitat in
Gr. 8 beobachteten. Intrametastatisch unterschied sich die SOD-Aktivitat nicht zwischen
Gr. 5 und 7, die hochste Aktivitat lag in Gr. 5 vor, wahrend die niedrigste in Gr. 8
gemessen wurde. Bei Vergleich der intra- und extrametastatischen hepatischen SOD-
Aktivitat bestand kein Unterschied zwischen Gr. 5-7. Allerdings war die Aktivitat in Gr. 8

intrametastatisch erniedrigt.

Extrametastatisch unterschied sich die TBARS-Konzentration nicht zwischen Gr. 1-4, 7

und 8, wahrend sie in Gr. 6 erhoht war. Extrametastatisch lag die hochste Konzentration

in Gr. 5 vor. Die intrametastatische TBARS-Konzentration war in Gr. 7 am Niedrigsten,

in Gr. 5, 6 und 8 war sie erhoht.

Bei Vergleich der intra- und extrametastatischen hepatischen TBARS-Konzentrationen
zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gr. 6 und 7, jedoch war die
intrametastatische Konzentration in Gr. 5 erniedrigt. In Gr. 8 lag die intrametastatische

TBARS-Konzentration héher als in nicht-metastatischem Lebergewebe.
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Diskussion

Das von Pour et al beschriebene Tiermodell eines duktalen Adenokarzinoms des
Pankreas des Syrischen Goldhamsters hat sich als reproduzierbar erwiesen. Es ist
weithin als das geeignetste Tiermodell flr Studien Uber die Karzinogenese des
Pankreaskarzinoms angesehen. Durch die von uns eingebrachte Modifikation der
Erndhrung mittels einer Hochfettdiat wurde eine gesteigerte Lebermetastasierung
erzielt. Hierdurch erscheint dieses Tumormodell fur Studien zur Untersuchung des
Pathomechanismus der Lebermetastasierung geeignet, insbesondere da in der Leber
ausschlieRBlich Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms nachgewiesen wurden,

hepatische Primartumoren wurden nicht beobachtet.

In der experimentellen Studie zur Evaluierung des Einflusses von Octreotid und
Tamoxifen auf das Tumorwachstum des Pankreaskarzinoms zeigte sich, dal
Tamoxifen keinen Einflull auf das Wachstum und die Lebermetastasierung hat.
Hingegen fuhrte Octreotid in Einzel- und Kombinationstherapie gleichermal3en zu einer

Reduktion des Lebermetastasenwachstums.

Die in unsereren tierexperimentellen Studien durch eine Hochfetternahrung gesteigerte
Lebermetastasierung scheint unter anderem durch eine Steigerung der
Lipidperoxidation in der Leber bedingt zu sein. Hierdurch verursachte Membran- und
sukzessive Integritatsschaden an den Zellen sowie oxidationsbedingte Schaden an der
extrazellularen Matrix konnten Tumorzellen die Invasion und Metastasenbildung
erleichtern. Die geringe Auspragung der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen
unter diesen Bedingungen kann mdglicherweise darauf zurickgefihrt werden, dal}
Tumorzellen im Gegensatz zu Hepatozyten die Desaturasen und Elongasen fehlen, die
fur die Verlangerung und weitere Entsattigung der diatetisch angebotenen Linolsaure
und Linolensaure notwendig sind. Nur durch die Desaturierung und Elongierung dieser
Fettsauren konnen jedoch die Metaboliten entstehen, die nach ihrem Einbau in
Membranphospholipide das bevorzugte Substrat der Lipidperoxidation darstellen. Aus
diesem Grund scheinen die intrahepatischen Tumorzellen einer geringeren

Lipidperoxidation zu unterliegen als die normalen Leberzellen.

Die Therapie mit Octreotid flhrte bei gleichzeitiger Hochfetterndhrung zu einer
Erniedrigung der Lipidperoxidation in metastasenfreien Leberanteilen. Hierbei scheint

es sich nicht um einen rezeptorvermittelten Effekt handeln, da an metastasenfreien
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Leberanteilen keine Somatostatinrezeptoren nachweisbar waren. Daher muf von einem
indirekten Wirkungsmechanismus ausgegangen werden, der mit dem bisherigen
Wissen Uber Octreotid nicht erklarbar ist und daher genauer untersucht werden sollte.
Demgegenliber koénnte es sich bei der Octreotid-bedingten Steigerung der
Lipidperoxidation in den Lebermetastasen um einen direkten, rezeptorvermittelten
Effekt handeln, da an den Lebermetastasen Somatostatinrezeptoren nachgewiesen
werden konnten. Allerdings muf} auch hier in weiteren Studien geklart werden, welcher
Kopplungsmechanismus dieser Wirkung zugrunde liegt. Moglicherweise liegt eine

Induktion der Expression von Elongasen und/oder Desaturasen in den Tumorzellen vor.

Unter der Therapie mit Vitamin A und Vitamin E konnte die Lebermetastasierung beim
chemisch induzierten duktalen Adenokarzinom des Pankreas erniedrigt werden. Die
biochemischen Untersuchungen demonstrierten, dald unter den Vitamintherapien die
Aktivitat der antioxidativen Schutzenzyme erhoht sowie die Lipidperoxidation (TBARS)
sowohl intra- als auch extrametastatisch gesenkt wurde. Moglicherweise fuhrte dieses
Phanomen zu einer verminderten Lebermetastasierung in unserem Modell.
Offensichtlich sind vor allem Vitamin A und E fur die regelrechte Funktion und die
strukturelle Integritat des Lebergewebes von wesentlicher Bedeutung. Im Hinblick auf
den komplexen Metastasierungsprozeld3 scheinen besonders die zellularen Abwehr-
bzw. Regenerationsmechanismen der Hepatozyten bei verstarkter Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen auf eine ausreichende Verfligbarkeit von Vitaminen
angewiesen. Uber die antioxidativen Fahigkeiten hinaus sind vermutlich weitere
Wirkmechanismen der Vitamine auf nuklearer sowie extranuklearer Ebene der Zelle

beteiligt.

Wahrend die Einzeltherapie mit Celebrex oder Zyflo keinen Einflud auf die Inzidenz,
Anzahl oder GroRe von Lebermetastasen hatte, wurden alle 3 Parameter durch die
Kombinationstherapie erniedrigt. Moglicherweise starkte die Kombinationstherapie die
antioxidative Abwehr in nicht-metastatischem Lebergewebe. Dieser Mechanismus
konnte das Lebergewebe gegenuber freien Radikalen geschutzt haben, die infolge der
Applikation einer Hochfettdiat und des Nitrosamins BOP im Rahmen der
Lipidperoxidation entstanden sind. Daher erscheint es mdglich, dal® im nicht-
metastasierten Lebergewebe die Metastasierung und das Tumorwachstum teilweise

durch die Inhibition der Eicosanoid-Synthese verhindert wurde.
Darlberhinaus waren die Aktivitdten der Lipidperoxidations-Schutzenzyme
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intrametastatisch nach der Kombinationstherapie nicht erhéht. Dies fihrte zu einer
Steigerung der intrametastatischen Lipidperoxidation, die wahrscheinlich  fur
Membranschaden von Metastasenzellen mitverantwortlich ist, und Uber einen Verlust

von Zellintegritat zum Zelltod fihrt.

Da die Inhibition eines Stoffwechselweges der Eicosanoid-Synthese zu einer
Verstarkung alternativer Metabolisierungswege fluhrt, scheint es schlussig, dal3 die
selektive Inhibition eines Eicosanoid-Stoffwechselweges bei in-vitro-Versuchen nicht
vergleichbar mit der Stoffwechsel-Situation in einem in-vivo-Modell ist. Daher wird
vermutet, dal} die selektive Hemmung der Prostaglandinsynthese zu einer vermehrten
Bildung von Leukotrienen fuhrt, die fur eine Foérderung der Metastasierung
verantwortlich sein sollen. Demgegenuber soll die selektive Inhibition der Leukotrien-
Synthese zu einer verstarkten Prostaglandin-Synthese flhren, die eine Steigerung der
Karzinogenese und des Tumorwachstums bewirken soll. Daher erscheint lediglich die
kombinierte Inhibition beider Stoffwechselwege eine sinnvolle Strategie zur Hemmung

des Tumorwachstums und der Lebermetastasierung darzustellen.

Schluffolgerung:

Fir das Somatostatinanalogon Octreotid wurde eine inhibierende Wirkung auf das
Wachstum der Lebermetastasen des BOP-induzierten duktalen Adenokarzinoms des
Pankreas im Syrischen Hamster beobachtet. Unter einer Hochfetternahrung war die
Lebermetastasierung in diesem Tiermodell gesteigert. Dies war mit einer Steigerung der
Lipidperoxidation in der Leber verbunden. Octreotid flihrte zu einer Erniedrigung der
Lipidperoxidation in metastasenfreien Leberanteilen und zu einem Anstieg der
Lipidperoxidation in den Lebermetastasen. Uber diese beiden Mechanismen flhrt

Octreotid moglicherweise zu einer Inhibition des Wachstums der Lebermetastasen.

Vitamin A und E erniedrigten die Inzidenz der Lebermetastasen, Vitamin A reduzierte
daruber hinaus die Anzahl und GroRRe der Metastasen. Daher erscheint eine Vitamin-A-
Behandlung insbesondere bei Patienten nach erfolgreicher Resektion eines
Pankreaskarzinoms zur Pravention gegenuber Lebermetastasen eines duktalen

Pankreaskarzinoms sinnvoll.

Unter der Kombinationstherapie aus Celebrex und Zyflo war die Inzidenz, Anzahl und
Grolle von Lebermetastasen erniedrigt. In weiteren Studien werden wir daher

evaluieren, ob eine Korrelation zwischen den beobachteten Veranderungen des
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Lipidperoxidationsstoffwechsels und den Konzentrationen der Eicosanoid-Synthese-
Produkte besteht. Moglicherweise stellt die kombinierte hochselektive Hemmung der
Eicosanoidsynthese einen neuen Therapieansatz zur Verminderung der

Lebermetastasierung beim Pankreaskarzinom dar.
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